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RESUMO 

A aplicação de métodos espectroscópicos tem demonstrado um grande potencial 

para caracterização, quantificação e classificação. Contudo, ainda são necessários 

trabalhos que investiguem a utilização destas técnicas aliadas à quimiometria e à 

análise de imagens para a obtenção de informações sobre a estrutura química com 

resolução espacial. Neste sentido, na primeira aplicação desta tese a imagem 

hiperespectral e a espectroscopia Raman foram utilizadas para o estudo da 

homogeneidade dos constituintes presentes nas espécies Eucalyptus grandis, 

Eucalyptus urophylla, um híbrido de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus 

camaldulensis e Swietenia macrophylla King, sendo construídos mapas de 

concentração com a utilização da ferramenta quimiométrica Resolução Multivariada 

de Curvas com Mínimos Quadrados Alternantes (MCR-ALS), destacando a 

homogeneidade e a distribuição da holocelulose e da lignina total nas diferentes 

estruturas anatômicas presentes no plano transversal. Como resultado, os mapas de 

concentração foram coerentes com as interpretações esperadas para as estruturas 

anatômicas observadas nas imagens. Contudo, não foi possível a avaliação dos 

extrativos devido à sua fluorescência. Na segunda aplicação, a distribuição de 

holocelulose, lignina total e extrativos foi estudada nestas espécies com a utilização 

da imagem hiperespectral e espectroscopia no infravermelho próximo e MCR-ALS 

nos planos tangencial, transversal e radial, e um estudo mais detalhado da 

distribuição dos constituintes com a construção de mapas de concentração 

demonstrou a distribuição espacial destes compostos em diferentes estruturas 

anatômicas a nível microscópico. Os resultados foram mais precisos e concordantes 

com o esperado, quando comparados aos resultados obtidos com a espectroscopia 

Raman, além de ser possível estimar a concentração de extrativos. Na terceira 

aplicação, foram desenvolvidos modelos de discriminação das espécies de madeira 

Erisma uncinatum Warm., Cedrela odorata L., Micropholis melinoniana, Eucalyptus 

grandis Hill ex Maiden e Swietenia macrophylla King, utilizando um equipamento de 

baixo custo para a medida da fluorescência em imagens digitais para a obtenção de 

histogramas de frequência RGB gerados a partir das fotos dos corpos de prova de 

cada espécie no plano transversal. Foram construídos modelos com a análise 

discriminante por mínimos quadrados parciais (PLS1-DA) e foi possível discriminar 

corretamente 88,3 %, 85,6 %, 83,7 % e 95,9 % dos histogramas registrados para as 

espécies Cedrela odorata L., Micropholis melinoniana, Eucalyptus grandis Hill ex 

Maiden e Swietenia macrophylla King, respectivamente, e 100 % para Erisma 

uncinatum Warm. 
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ABSTRACT 

The application of spectroscopic methods to analyze wood has demonstrated 
promising potential in regards to its characterization, quantification, and classification.  
However, there is still remains a necessity to investigate the implementation of these 
techniques with chemometrics and analysis of the images to obtain necessary 
information with pertaining to chemical structure and spatial arrangement. In this 
sense, the first application in this thesis was the use of a hyperspectral image along 
with Raman spectroscopy utilized to study the homogeneity of the present 
constituents in the species Eucalyptus grandis, Eucalyptus urophylla, a hybrid cross 
between Eucalyptus urophylla and Eucalyptus camaldulensis and Swietenia 
macrophylla King. Moreover, they have constructed concentration maps via the 
employment of chemometrics, specifically, with use Multivariate Curve Resolution–
Alternating Least Squares (MCR-ALS) with an emphasis for the uniformity and 
distribution of holocellulose and total lignin was present at different anatomical 
structures in the transverse plane. As a result, the concentration maps were 
consistent with the expected interpretations of the anatomical structures observed in 
the images. Nonetheless, it was not possible to accurately evaluate the extractives 
due to the presence of its fluorescence.  In the second application, the distribution of 
holocellulose, total lignin, and extractives were studied within these species via the 
application of hyperspectral imaging by near infrared spectroscopy and MCR -ALS 
on the tangential, transversal and radial planes, and a more detailed study regarding 
the distribution of the constituents with building of concentration maps, which 
demonstrated the spatial distribution of these compounds in different anatomical 
structures and microscopic levels. The results were more precise and consistent with 
the expected results, when compared with Raman spectroscopy, moreover was 
possible to estimate the concentration of extractives. In the third application, 
discrimination models were developed on the wood species, Erisma uncinatum 
Warm., Cedrela odorata L., Micropholis melinoniana, Eucalyptus grandis Hill ex 
Maiden e Swietenia macrophylla King. These models were developed utilizing low 
cost equipment, to measure of fluorescence on digital images, in order to obtain 
frequency RGB histograms, generated from the photos of each species on the 
transverse plane.  Models were developed using Partial Least Squares Discriminant 
Analysis (PLS1 -DA), and therefore it was possible to discriminate correctly 88.3 %, 
85.6 %, 83.7 % and 95.9% of reported histograms for the species Cedrela odorata L., 
Micropholis melinoniana, Eucalyptus grandis Hill ex Maiden and Swietenia 
macrophylla King, respectively, and 100% for Erisma uncinatum Warm. 
 
. 
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1. INTRODUÇÃO E OBJETIVOS 

1.1 INTRODUÇÃO 

Em análise química, várias etapas são necessárias, desde a amostragem, 

preparo de amostra até a seleção do método e análise dos resultados obtidos. É 

importante ressaltar que para o preparo de amostra pode ser necessária à aplicação 

de técnicas de extração ou separação, que requerem a destruição da amostra para 

que se tenha o analito em uma forma fisicamente detectável pela técnica 

instrumental utilizada.  

Técnicas analíticas não destrutivas, com o emprego de nenhum ou de um 

mínimo preparo, têm se destacado por poupar tempo e custos e ainda preservar as 

propriedades físicas e químicas da amostra e as técnicas espectroscópicas 

satisfazem estas características.  

A espectroscopia vibracional estuda os movimentos rotovibracionais das 

moléculas na forma da espectroscopia de absorção na região espectral do 

infravermelho (IR) e espectroscopia Raman. A absorção da radiação IR por uma 

molécula requer que ocorra uma mudança em seu momento de dipolo permanente 

na medida que ocorrem seus movimentos de rotação e/ou vibração. A 

espectroscopia Raman é baseada no espalhamento inelástico da radiação que 

interage com a molécula e as frequências vibracionais são determinadas pelas 

diferenças entre a frequência da radiação espalhada e da radiação incidente. Como 

resultado da espectroscopia vibracional tem-se sinais oriundos das vibrações 

moleculares de grupos funcionais pertencentes aos componentes presentes na 

amostra, sendo assim, a informação espectral obtida pode ser utilizada para prever 

a sua identificação, caracterização e a quantificação dos compostos químicos 

presentes a partir de análises rápidas e não destrutivas.1  

A madeira é produzida pelas árvores e pode ser definida como um conjunto 

heterogêneo de diferentes tipos de células com propriedades específicas para 

desempenharem as funções de condução de líquidos, armazenamento e transporte 

de substâncias nutritivas e sustentação do vegetal.2 Com relação à composição 

química da parede celular da madeira, esta é basicamente composta por celulose, 

hemicelulose e lignina. Além destas substâncias, existem os componentes 
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denominados de extrativos que não fazem parte da parede celular.3 Com relação as 

técnicas aplicadas para determinação destes componentes, a espectroscopia 

Raman, oferece seletividade química e é utilizada na investigação da distribuição de 

celulose, hemicelulose e lignina.4,5 

Complementarmente, a espectroscopia no infravermelho próximo (NIRS, do 

inglês Near Infrared Spectroscopy) oferece a obtenção de espectros com rapidez, 

reprodutibilidade e de forma não destrutiva. Portanto, a NIRS tem grande potencial 

para aplicações em análise de madeira, pois esta região é rica em informações 

relacionadas aos grupos funcionais presentes na estrutura molecular dos seus 

principais constituintes.6 

Novas possibilidades para a aplicação de caracterização de materiais de 

diferentes áreas tecnológicas estão na utilização da extensão da espectroscopia 

convencional, denominada espectroscopia de imagem (ou imagem hiperespectral), 

que consiste na medida de um espectro completo por unidade de superfície da 

amostra, sendo esta unidade definida como pixel. Os resultados são visualizados 

como um arranjo tridimensional, em que seleciona-se uma área da amostra, com 

dimensões espaciais x e y e, a terceira dimensão consiste nos números de onda ou 

comprimentos de onda provenientes dos espectros. 

Enquanto que em uma análise clássica obtém-se a composição média do 

analito de interesse, a espectroscopia de imagem permite obter informações 

referentes à distribuição espacial dos constituintes presentes, gerando uma grande 

quantidade de dados, que devem ser tratados por ferramentas matemáticas 

adequadas. Assim, a espectroscopia de imagem Raman e NIRS juntamente com a 

utilização de ferramentas quimiométricas permitem a interpretação das diferentes 

respostas obtidas a fim de se extrair as informações relevantes de forma eficiente. 

A espectroscopia Raman7,8 aliada à imagem4,9–11 é reportada na literatura 

como uma técnica eficaz aplicada na investigação dos constituintes da parede 

celular em espécies de madeira. Com relação à utilização da NIRS, esta tem grande 

importância no que diz respeito à descrição da estrutura molecular6, previsão das 

propriedades químicas e mecânicas12–14 e para a discriminação e identificação de 

diferentes espécies produtoras de madeira.15,16 
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Além da NIRS, a análise por fluorescência é uma técnica capaz de oferecer a 

identificação e a discriminação de madeiras.17–19 A análise por fluorescência consiste 

num método qualitativo, direto e não destrutivo e segue basicamente duas formas de 

medida. A primeira consiste na exposição da espécie de madeira à luz ultravioleta 

(UV), com a utilização de lâmpadas UV com comprimento de onda em 365 nm em 

uma câmara escura. A identificação é estabelecida nas espécies florestais que 

apresentam fluorescência de sua madeira ao emitirem luz visível quando iluminadas 

por luz UV. A observação da fluorescência ocorre pela avaliação visual da 

intensidade de cor.20 A segunda é com a utilização de espectrofluorímetros. 

Neste contexto, a análise de fluorescência como avaliação visual pode ser 

melhor explorada com a utilização de imagens digitais. As cores visíveis são obtidas 

através da combinação das imagens em três componentes de cores distintas, 

criando um sistema aditivo: uma imagem utilizando intensidade da cor vermelha, 

uma imagem com a intensidade da cor verde e uma imagem com a intensidade da 

cor azul (RGB, do inglês Red, Green, Blue).21 Para a extração das informações que 

sejam capazes de estabelecer critérios de identificação, são necessárias a utilização 

de ferramentas matemáticas, com o emprego de análise multivariada de imagens 

(MIA, do inglês Multivariate Image Analysis).22 

A tese foi dividida em oito capítulos, em que após esta introdução e objetivos, 

são apresentados a revisão bibliográfica e uma breve fundamentação teórica. Em 

seguida, as aplicações foram descritas na forma de três capítulos, e cada um aborda 

de forma distinta as etapas experimentais realizadas e os resultados obtidos e 

finaliza-se com as conclusões e as referências bibliográficas. 

O Capítulo 2 apresenta a revisão bibliográfica dos conteúdos pertinentes a 

esta pesquisa. São descritos nesse capítulo, assuntos relativos à estrutura, 

composição e aspectos anatômicos da madeira e também uma breve descrição de 

trabalhos publicados com a utilização de espectroscopia, fluorescência e imagem 

digitais para análise de madeira. No capítulo 3, a fundamentação teórica aborda a 

espectroscopia Raman, espectroscopia no infravermelho próximo, espectroscopia de 

imagem, imagens digitais e as ferramentas quimiométricas que foram empregadas 

nesta tese. 
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O primeiro estudo de caso, descrito no Capítulo 4, consistiu na aplicação da 

imagem hiperespectral por espectroscopia Raman (HIS-Raman, do inglês 

Hyperspectral Image by Raman) para a avaliação da homogeneidade dos 

constituintes presentes nas espécies florestais produtoras de madeira Eucalyptus 

grandis, Eucalyptus urophylla, um híbrido de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus 

camaldulensis e Swietenia macrophylla King (Mogno).  

No Capítulo 5, a técnica de imagem hiperespectral por NIRS (HIS-NIRS, do 

inglês Hyperspectral Image by Near Infrared Spectrosocopy) foi aplicada às mesmas 

espécies para o mapeamento químico da holocelulose e lignina, e também dos 

extrativos. 

No Capítulo 6, foi estudado o uso de imagens digitais no sistema RGB e da 

fluorescência da madeira para discriminar cinco espécies com caracteres similares, 

Erisma uncinatum Warm. (cedrinho), Cedrela odorata L. (cedro), Micropholis 

melinoniana (curupixá), Eucalyptus grandis Hill ex Maiden e o Swietenia macrophylla 

King (mogno). 

Por fim, o Capítulo 7 apresenta as conclusões gerais e o Capítulo 8 as 

referências bibliográficas. 

1.2 OBJETIVOS  

 

Tendo em vista a relevância do estudo da composição química e da 

identificação correta das espécies produtoras de madeira, esta tese teve como 

objetivo aplicar a quimiometria como ferramenta analítica para a análise de imagens 

provenientes da técnica de espectroscopia de imagem Raman e na região do 

infravermelho próximo e o uso de imagens digitais e fluorescência para a análise 

exploratória da composição química e identificação da espécie de diversas espécies 

produtoras de madeira, respectivamente. Como objetivos específicos, tem-se: 

- Realizar a análise exploratória da distribuição de holocelulose e lignina total através 

da construção de mapas de concentração com a utilização da HIS-Raman e a 

ferramenta quimiométrica resolução multivariada de curvas por mínimos quadrados 

alternantes (MCR-ALS, do inglês Multivariate Curve Resolution - Alternating Least 
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Squares) em três diferentes espécies no plano transversal: Eucalyptus grandis, o 

Eucalyptus urophylla, Swietenia macrophylla King (Mogno) e um híbrido de 

Eucalyptus urophylla x Eucalyptus camaldulensis. 

-Aplicar a HIS-NIRS e o MCR-ALS para avaliar a distribuição e quantificar a 

holocelulose, lignina total e extrativos através da construção de mapas de 

concentração nos planos tangencial, transversal e radial nas mesmas espécies 

descritas anteriormente, com a utilização do MCR-ALS. 

-Realizar a discriminação de cinco espécies de madeira com caracteres similares: 

Erisma uncinatum Warm. (cedrinho), Cedrela odorata L. (cedro), Micropholis 

melinoniana (curupixá), Eucalyptus grandis Hill ex Maiden e Swietenia macrophylla 

King (mogno) através da medida de fluorescência com a utilização de lâmpada UV e 

câmara escura, imagens digitais para a formação de histogramas de cores e a 

construção de modelos por análise discriminante por mínimos quadrados parciais 

(PLS1-DA, do inglês Parcial Last Square for Discriminant Analysis). 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 ESTRUTURA E COMPOSIÇÃO QUÍMICA DA MADEIRA 

A madeira é um material heterogêneo, que possui inúmeras aplicações nos 

segmentos da construção, indústria e comércio. Sua maior vantagem está em ser 

um recurso natural e renovável.2 

As árvores crescem e desenvolvem-se tanto em altura quanto em espessura. 

O crescimento em altura é denominado crescimento primário e esse processo é 

responsável pelo alongamento do tronco e ramos. O crescimento secundário 

corresponde ao aumento em diâmetro da árvore. O tronco (Figura 1) desempenha 

as funções de sustentação, condução de soluções minerais absorvidas pelas raízes 

e armazenamento de substâncias. O xilema secundário, também denominado lenho, 

contribui para o crescimento em espessura, em consequência da adição de novas 

células e este constitui a madeira. 23,24 

Figura 1. Desenho esquemático de uma seção transversal do tronco de uma árvore 

(Adaptado da Referência 2) 
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Analisando-se o desenho esquemático da seção transversal do tronco de uma 

árvore (Figura 1), são observadas as seguintes camadas: 

 Casca externa: parte seca e totalmente inerte que tem a função proteção para 

o tronco.2 

 Casca interna (ou floema): é um conjunto de tecidos vivos especializados 

para transporte de seiva elaborada (nutrientes gerados a partir da fotossíntese) a ser 

distribuída aos demais tecidos da planta.2 

 Cambio: película de espessura microscópica responsável pela geração de 

novos elementos celulares da madeira, sendo responsável pelo crescimento e 

aumento do diâmetro do tronco.24,25  

 Alburno: região formada por células vivas responsáveis pela condução em 

movimento ascendente da seiva bruta através do tronco da árvore. É considerado 

como um tecido condutor que perde as suas funções de condução e reserva com o 

tempo e se transforma em parte do cerne.26 

 Cerne: é a camada mais interna do xilema secundário, que perde a sua 

atividade fisiológica e apresenta uma coloração mais escura, justificada pela 

presença de taninos, gorduras, carboidratos e outras substâncias.26 

 Medula: parte central do caule, formada por tecido parenquimático não 

fazendo parte do xilema secundário ou madeira. Tem a função de armazenar 

substâncias nutritivas para a árvore durante a fase inicial de crescimento.24,26 

De modo geral, as madeiras podem ser agrupadas em duas categorias 

distintas: “moles” (softwoods) e “duras” (hardwoods), mas estes termos não 

necessariamente indicam a dureza da madeira. As madeiras denominadas como 

softwoods ou coníferas pertencem ao grupo das gimnospermas, que apresentam 

como características distintivas a folhagem na forma de agulha e a ausência de 

frutos (sementes descobertas). As madeiras denominadas hardwoods ou folhosas 

pertencem ao grupo das angiospermas dicotiledôneas, que apresentam como 

características distintivas folhas largas e sementes encerradas em frutos.27  

A madeira é um material de alta complexidade e possui uma variabilidade 

estrutural e química. A composição química elementar não apresenta grandes 

variações entre espécies, sendo composta pelos elementos: carbono (C), hidrogênio 

(H), oxigênio (O) e o nitrogênio (N) em pequenas quantidades.3  
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Com relação aos componentes macromoleculares, a parede celular é 

constituída de celulose, hemiceluloses (ou polioses) e lignina, que são responsáveis 

pela maioria das propriedades físicas, químicas, mecânicas e biológicas da 

madeira.3,23 Os extrativos estão presentes em menores proporções e não compõem 

a parede celular. A composição química difere nas coníferas e nas folhosas, 

podendo ser influenciadas pelas condições climáticas, características do solo e 

idade da árvore, sendo esta composição média encontrada em espécies de regiões 

de clima temperado e representada na Figura 2. 3,23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Composição química média de madeiras de coníferas e folhosas.23 

2.1.1. Celulose 

A celulose (C6H10O5)n é o principal componente da parede celular dos 

vegetais. É um polissacarídeo de cadeia linear composta exclusivamente de 

monômeros de glicose, que formam cadeias muito estáveis de alta massa molar, a 

qual é grande o suficiente para ser insolúvel em água, solventes orgânicos, soluções 

ácidas e alcalinas em temperatura ambiente.28 A sua biossíntese envolve várias 

etapas, em que a primeira é a produção de glicose pela planta através da 

fotossíntese, sendo sintetizada a partir do encadeamento enzimático da glicose.29 

Coníferas 

Celulose 42 ± 2% 

Polioses 27 ± 2% 

Lignina  28 ± 2% 

Extrativos  5 ± 3% 

Folhosas 

Celulose 45 ± 2% 

Polioses 30 ± 5% 

Lignina  20 ± 4% 

Extrativos 3 ± 2% 
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As longas cadeias da celulose se unem lateralmente por ligações de 

hidrogênio, entre grupos hidroxilas e originam as micelas, que unidas formam as 

fibrilas, que dão à celulose uma estrutura ordenada e cristalina, sendo responsável 

pela estabilidade térmica e baixa reatividade da madeira.25 A Figura 3 ilustra a 

unidade estrutural da celulose.3 

Figura 3. Estrutura química da celulose. 

2.1.2. Hemicelulose 

O termo hemicelulose refere-se a um grupo de polissacarídeos de cadeia 

ramificada, que atuam como agentes de ligação entre a celulose e a lignina nas 

paredes das plantas. Isoladas das madeiras, as hemiceluloses apresentam-se como 

misturas complexas de polissacarídeos, sendo os mais importantes as glucoxilanas, 

arabinoglucoxilanas, glucomananas, arabinogalactanas e galactoglucomananas 

(Figura 4). 3,30,31 
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Figura 4. Açúcares que compõem as unidades de hemiceluloses.32  

Portanto, o termo hemicelulose não designa um composto químico, mas sim 

uma classe de componentes poliméricos presentes em vegetais fibrosos. O teor e a 

proporção dos diferentes componentes encontrados nas hemiceluloses da madeira 

variam com a espécie e, provavelmente, também de árvore para árvore.31  

2.1.3. Holocelulose 

Holocelulose é o termo utilizado para designar o conjunto da celulose e das 

hemiceluloses em plantas ou células vegetais. 3,27 

 

2.1.4. Lignina 

Lignina é um polímero natural formado por macromoléculas de estrutura 

complexa constituída por um sistema aromático composto de unidades de fenil-

propano. Ligninas são amorfas, altamente complexas, ligadas quimicamente às 

hemiceluloses, e, em alguns casos, formam um complexo lignina-carboidrato que é 

resistente à hidrólise.27 É considerada o segundo componente de maior importância 

da parede celular33, com uma contribuição de 20 % a 35 % da biomassa vegetal, 

sendo derivada da polimerização de três monômeros arilpropanóides: os alcoóis 

coniferílico ou guaiacil, sinapílico ou sirigil e o p-cumarílico ou p-hidrofenila (Figura 

5).34 
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Figura 5. Monômeros formadores da estrutura da lignina.34 

Existem diversas maneiras de tratamento e isolamento da lignina. Baseado na 

suscetibilidade à hidrólise , a lignina pode ser classificada em:35 

-Lignina não core: consiste de compostos fenólicos de baixo peso molecular, 

liberados da parede celular por hidrólise, que é composta por ácidos p-

hidroxicinâmico éster-ligados.  

- Lignina core: consiste de monômeros arilpropanóides da parede celular, altamente 

condensados e muito resistentes à degradação. Eles são compostos de unidades p-

hidrofenila, guaiacil e sirigil, em proporções diferentes, de acordo com sua origem. 

Pode-se então classificar as ligninas segundo a presença dessas unidades 

A lignina é obtida da madeira como resíduo sólido e está presente nas plantas 

vasculares que desenvolvem tecidos especializados em transporte de soluções 

aquosas e suporte mecânico.23 

2.1.5 Extrativos 

Os extrativos representam um grande número de componentes químicos 

presentes na madeira que podem ser extraídos com o uso de solventes polares e 

apolares. São representados por vários compostos como: alguns sais, açúcares e 

polissacarídeos (solúveis em água); ácidos ou ésteres graxos; alcoóis de cadeia 

longa, ceras, resinas e compostos fenólicos e glicosídeos (solúveis em solventes 

orgânicos).23,31 
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2.2 ASPECTOS ANATÔMICOS 

Do ponto de vista anatômico, para se conhecer a estrutura da madeira, torna-

se fundamental o exame de três planos convencionais de corte: o plano longitudinal 

radial é a direção paralela aos raios e perpendicular aos anéis de crescimento 

(Figura 6 a), o plano longitudinal tangencial que é a direção tangencial aos anéis de 

crescimento ou perpendicular aos raios (Figura 6 b) e o plano transversal, que é 

exposto quando se realiza um corte perpendicular ao eixo do tronco (Figura 6 c). Os 

três sentidos se diferem interferindo de forma acentuada em suas propriedades.2,24,26  

Figura 6. Foto da madeira de Swietenia macrophylla King. As imagens ilustram as 
diferenças existentes nos três planos de orientação: (a) longitudinal radial, (b) 
longitudinal tangencial e (c) transversal. 

A madeira é constituída por um agrupamento de células que possuem formas 

alongadas e são orientadas na direção longitudinal do tronco, mas também ocorrem 

posicionadas transversalmente e com formatos diferentes. Essas variações ocorrem 

devido às diferentes funções elas desempenham. De uma forma geral, são 

encontrados nas madeiras os seguintes tipos celulares: traqueídeos, elementos de 

vaso, fibras e o parênquima axial.2 Em termos estruturais, as madeiras de coníferas 

são relativamente simples, sendo compostas quase que totalmente por um único 

tipo de células denominadas traqueídeos que são células alongadas, fechadas e 

pontiagudas e raios.32  

As madeiras de folhosas, por sua vez, são estruturalmente mais complexas e 

apresentam maior diversidade de padrões de organização celular. A Figura 6 ilustra 

a espécie Swietenia macrophylla King, que pertence às folhosas. Quatro tipos 
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básicos de células são encontrados nesta categoria: aquelas que compõem os 

elementos de vaso, as fibras, o parênquima axial e as células do raio (que 

constituem o parênquima radial). A maior parte da superfície transversal (Figura 6 c) 

é formada por elementos de vasos e fibras. Os vasos aparecem nos cortes 

transversais como poros e as fibras formam a parte mais escura da superfície com 

paredes espessas, o que lhes conferem elevada massa específica. O parênquima é 

formado por células de paredes mais finas que os vasos e fibras e geralmente 

composto apenas de parede primária. O parênquima é dividido em axial orientado 

no sentido do eixo do caule e radial (raios) no sentido casca-medula.2,24,26 

2.3 TÉCNICAS ESPECTROSCÓPICAS PARA A ANÁLISE DE 

MADEIRA 

2.3.1 Espectroscopia Raman de imagem  

As técnicas espectroscópicas são de grande interesse para aplicações em 

diversas áreas, devido as características como versatilidade, simplicidade 

operacional, necessidade de mínimo ou nenhum preparo de amostra, não produzir 

resíduos químicos, sendo uma técnica não destrutiva. 

A espectroscopia Raman é uma técnica consolidada para investigação da 

parede celular em tecido vegetal, sendo que o espectro Raman fornece informações 

da sua estrutura e composição química, gerando bandas específicas. Contudo, 

devido às limitações desta técnica, no que se refere à baixa sensibilidade e a 

interferência de fundo (“background”) ocasionada pela fluorescência gerada pelos 

grupos funcionas presentes nos constituintes da parede celular, houveram avanços 

que levaram à incorporação de microscópios, a fim de fornecer a informação 

espacial com alta resolução e demonstrar a distribuição dos constituintes a nível 

microscópico. 4,9,36,37 O espectrômetro Raman acoplado a um microscópio pode ser 

dispersivo ou baseado em transformada de Fourier (FT, do inglês Fourier Transform) 

sendo que o primeiro emprega um laser na região do visível e o segundo na região 

do infravermelho próximo. 

A espectroscopia Raman de imagem foi utilizada por Agarwal4, que investigou 

a ultraestrutura e a composição da parede celular da espécie Picea mariana 
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(espécie norte-americana da família das coníferas). Os resultados obtidos com as 

imagens indicaram que a nível microscópico, as concentrações de lignina e celulose 

variaram dentro e entre regiões morfológicas distintas e foi verificado que a 

organização macromolecular da parede celular desta espécie é bastante complexa. 

Schmidt et al.37 aplicaram a espectroscopia Raman de imagem à espécie 

Arabidopsis thaliana, considerada pelos autores como uma importante fonte de 

geração de biomassa lignocelulósica. O estudo forneceu informações sobre a 

distribuição espacial de celulose e lignina em uma seção transversal e os resultados 

contribuíram para a compreensão da organização molecular, sendo que o 

conhecimento desta organização é uma importante ferramenta para melhoramentos 

genéticos desta espécie. 

Sun et al.9 utilizaram a espestroscopia Raman de imagem para o estudo 

específico da distribuição de celulose e lignina na parede celular da espécie E. 

globulus, sendo esta, uma importante matéria prima utilizada como biomassa para 

geração de energia. O estudo demonstrou bandas características destes 

componentes e foram gerados mapas de distribuição com o auxílio do software do 

equipamento, a partir de lâminas da seção transversal com 50 μm de espessura. Os 

mapas proporcionaram a visualização da distribuição espacial de celulose e lignina. 

Os autrores consideraram que a técnica pode ajudar a compreender os mecanismos 

moleculares e otimizar os processos químicos e enzimáticos que ocorrem na parede 

celular das plantas. 

Zhang et al.36 realizaram um estudo para identificação automática dos 

espectros dos componentes presentes na parede celular da espécie Populus nigra L. 

por espectroscopia Raman e imagem. Com esta pesquisa, os autores avaliaram a 

distribuição da celulose, hemicelulose e lignina nas camadas da parede celular 

através da atribuição de bandas das ligações químicas presentes nestes 

componentes. A análise de componentes principais e de clusters foram utilizadas 

como ferramentas matemáticas para classificação dos grupos espectrais de regiões 

distintas da parede celular: Os resultados obtidos proporcionaram identificar os 

espectros Raman da parede celular em diferentes regiões, e através do conjunto de 

dados de imagem foi possível obter novos conhecimentos sobre a morfologia e 

constituição química da espécie. 
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2.3.2 Espectroscopia no infravermelho próximo e imagem 

hiperespectral 

Para a aplicação da espectroscopia no infravermelho próximo (NIRS, do inglês 

Near Infrared Spectroscopy) em amostras sólidas como a madeira, podem ser 

utilizados diferentes tipos de instrumentos, tais quais os espectrofotômetros de 

infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR, do inglês Fourier Transform 

Infrared) e infravermelho próximo (FT-NIR, do inglês Fourier Transform Near 

Infrared) que proporcionam melhor relação sinal/ruído e limite de detecção, alta 

resolução e reprodutibilidade do comprimento de onda, velocidade superior na 

obtenção do espectro e maior aproveitamento da energia radiante. 38–42 Sua principal 

desvantagem está relacionada ao baixo limite de detecção de componentes 

minoritários, que são na ordem de 0,1 a 0,5 % em massa, dependendo dos grupos 

funcionais presentes na amostra, os quais determinam as intensidades das bandas 

de absorção.6 

A NIRS tem se destacado na determinação de propriedades físicas e 

mecânicas43–50 e composição química da madeira.12–14,51,52 Também encontra-se na 

literatura, uma revisão sobre as diferentes aplicações da NIRS e a atribuição de 

bandas de absorção dos principais componentes. 6,53 Trabalhos com aplicação da 

NIRS e imagem em madeira para determinação da composição química e sua 

distribuição ainda são escassos, todavia, a combinação desta técnica com 

quimiometria tem possibilitado a evolução deste tipo de estudo.54,55 

Um estudo com a utilização da NIRS e imagem hiperespectral foi realizado 

por Thumm et al.55, que fizeram o mapeamento bidimensional da composição 

química na face transversal de discos da espécie Pinus radiata. Para o estudo, foi 

utilizado um espectrógrafo acoplado a uma câmera de imagem a fim de se obter os 

espectros NIRS e imagens hiperespectrais. Foram utilizados discos com diâmetros 

na faixa de 15 a 30 cm. Os espectros NIRS obtidos foram processados usando o 

método de mínimos quadrados parciais (PLS, do inglês Partial Least Squares) para 

predizer a distribuição e a variação de lignina, galactose e glicose. Foram obtidos 

erros de predição entre 0,84 % a 0,87 % para os compostos avaliados. Os autores 

consideraram que o sistema de imagem NIRS é um meio rápido e eficaz em termos 

de custos, que pode ser aplicado para a determinação da composição química e 
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para o mapeamento ao longo de discos de madeira e concluíram que os mapas 

resultantes da composição química indicam claramente, em alta resolução espacial, 

a extensão da heterogeneidade que ocorre em toras de madeira. 

As propriedades físicas da madeira foram estudadas por Mora et al.56, que 

utilizaram a NIRS e imagem hiperespectral para estimar a densidade básica (DB) e o 

teor de umidade (TU) da espécie Pinus taeda L., analisando 125 discos na face 

transversal. As imagens hiperespectrais foram obtidas com o auxílio de uma câmera 

e o espectrômetro NIRS era acoplado a uma sonda especial. Para o estudo, foram 

utilizados discos com diâmetros na faixa de 15 a 30 cm. Os espectros NIRS obtidos 

foram processados usando o método de mínimos quadrados parciais para predizer 

os valores de DB e TU diretamente nos discos de madeira. Com a aquisição das 

imagens, os autores observaram a baixa qualidade dos espectros obtidos a partir da 

câmera e consideraram que, com a utilização de uma câmera com melhor resolução 

poderia se obter melhores resultados. Os valores encontrados para DB e TU com 

aplicação da HIS-NIRS foram de 430,7 kg.m-3 e 55,1 %, respectivamente, que foram 

comparados com os valores de referência, de 427,9 kg.m-3 e 55,4 % para DB e TU, 

respectivamente. Os autores concluíram que o sistema pode ser automatizado e 

flexível, podendo ser aplicado em discos de vários tamanhos e em qualquer uma 

das extremidades.  

2.4 IDENTIFICAÇÃO E DISCRIMINAÇÃO DE ESPÉCIES DE 

MADEIRA  

O processo de identificação de espécies florestais produtoras de madeira 

pode ser realizado a partir da avaliação visual, porém, tal identificação depende do 

conhecimento das características anatômicas de cada espécie e também, a sua 

associação com outras características, tais como cor, textura, brilho.24  

A importância da identificação está relacionada à estrutura da madeira, que é 

uma característica indispensável para a utilização racional, visto que, existem 

restrições quanto à exploração, comercialização e exportação de algumas espécies. 

A exploração e comércio ilegais da madeira e seus produtos ocasionam problemas 

ecológicos e econômicos para países produtores e consumidores, resultando na 

necessidade de uma maior fiscalização. 
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A implementação de restrições quanto à exploração no comércio internacional 

e preservação ambiental está descrita na Convenção sobre o Comércio 

Internacional das Espécies da Flora e da Fauna Selvagens em Perigo de Extinção 

(CITES, do inglês Convention on International Trade in Endangered Species of Wild 

Fauna and Flora) firmada em Washington em 3 de março de 1973. A CITES 

representa um dos acordos ambientais mais importantes para preservação das 

espécies ameaçadas, e atualmente engloba 180 países. Ela regulamenta a 

exportação, importação e reexportação de animais e plantas, suas partes e 

derivados, através de um sistema de emissão de licenças e certificados que são 

expedidos se atendidos os requisitos da Convenção, sendo que o Brasil aderiu à 

Convenção em 1975.57  

Uma importante espécie que foi incluída no Apêndice II da CITES em 15 de 

novembro de 2003 foi a Swietenia macrophylla, popularmente conhecida como 

“mogno”, que trata-se de uma espécie que possui características de coloração, 

beleza, estabilidade e durabilidade que lhe confere um alto valor 

comercial.57Contudo, o controle da exploração desta espécie está condicionada à 

sua identificação anatômica, requisitando o exame macroscópico e microscópico por 

profissionais que detenham o conhecimento nesta área. Outro aspecto que vale 

destacar é a variedade de espécies que possuem semelhanças entre si, tais quais, 

as pertencentes ao gênero Cedrella spp, popularmente conhecidas como “cedro”, 

tendo propriedades físicas e mecânicas bastante semelhantes. A Cedrela odorata L. 

foi adicionada no Apêndice III da CITES em março de 2004.58,59 Portanto, a 

semelhança na aparência visual de espécies florestais dificulta a identificação para 

fins de fiscalização. Outro aspecto importante está relacionado à variedade de 

nomes populares, que mudam de acordo com a região. Esta variabilidade de 

nomenclatura e sua distribuição está listado na Tabela 1.15,60–62  
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Tabela 1. Descrição da espécie, família e nomes usuais de cinco madeiras com 
caracteres similares. 15,60–62 

Espécie Família Nomes Usuais 

 
 
 
 
Cedrela odorata L. 
 

 
 
 
 

Meliaceae 

Capiúva, cedreiro, cedreilro, cedrilho, 
cedrinho, cedro, cedro-amargo, cedro-
amargoso, cedro-aromático, cedro-batata, 
cedro-bordado, cedro-branco, cedro-bravo, 
cedro-cheiroso (BA), cedro-de-mato-
grosso, cedro-do-amazonas, cedro-do-
brejo, cedro-do-paraguai, cedro-fêmea 
(BA), cedro-manso, cedro-mogno, cedro-
pardo, cedro-rosa (RJ, SP), cedro-
vermelho (PA, BA) 

 
 
 
Erisma uncinatum  
Warm. 

 

 
 
 

Vochysiaceae 
 
 

Cambará, cambará-rosa, cedrilho, 
cedrinho, coariúba, jabuti, jabuti-da-terra-
firme, libra, mandioqueira-cachimbo-de-
jabuti, pé-de-jabuti, quariba, quariúba, 
quaruba-de-flor-roxa, quaruba-vermelha, 
quarubarana, quarubatinga, verga.  

Eucalyptus grandis  
Hill ex Maiden 

Myrtaceae Eucalipto 

Micropholis 
melinoniana Pierre  

 
Sapotaceae 

 

Curupixá, Pau-de-sapo (AM) 

 
 
Swietenia 
macrophylla King. 

 
 
 

Meliaceae 

Acaju, aguano, araputanga, caoba, cedro, 
cedro-aguano, cedro-mogno, cedrorana 
(PA), mara, mara-vermelho, mogno, 
mogno-aroeira, mogno-branco, mogno-
brasileiro, mogno-cinza, mogno-claro, 
mogno-de-marabá, mogno-do-rio-Jurupari 
(AM), mogno-escuro, mogno-rosa, mogno-
róseo, mogno-vermelho (MT, TO, GO). 
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2.4.1 Técnicas aplicadas à identificação e discriminação de 

espécies de madeira 

2.4.1.1 Espectroscopia no infravermelho próximo  

Mediante as dificuldades para a identificação de espécies de madeira, o 

desenvolvimento e aplicação de técnicas instrumentais que possibilitem a realização 

de análises rápidas e não destrutivas e que possam ser aplicadas em amostras 

sólidas são alternativas que podem tornar a identificação mais eficiente. Dentre as 

técnicas utilizadas a NIRS tem se destacado por possuir estas características. 

Pastore et al.15 utilizaram NIRS e análise discriminante por mínimos quadrados 

parciais (PLS-DA, do inglês Partial Least Squares Discriminant Analysis) na 

discriminação de um total de 132 amostras de madeira em forma de pó de quatro 

espécies, a andiroba (Carapa guianensis Aubl.), o cedro (Cedrela odorata L.), o 

curupixá (Micropholis melinoniana Pierre) e o mogno (Swietenia macrophylla King). 

Os autores obtiveram 100 % de acerto de separação entre as espécies. 

Braga et al.16 realizaram um estudo com NIRS e PLS-DA com o objetivo de 

discriminar andiroba (Carapa guianensis Aubl.), cedro (Cedrela odorata L.), curupixá 

(Micropholis melinoniana Pierre) e mogno (Swietenia macrophylla King). Foram 

utilizados 111 blocos de madeira de cada espécie e os autores obtiveram 100 % de 

acerto de separação entre as espécies. 

Horikawa et al.63 aplicaram a NIRS e PLS-DA para separação de Pinus 

densiflora e Pinus thunbergii em pó. Foram utilizados cerne e alburno de amostras 

com histórico arqueológico e os autores obtiveram em média 50 % de acerto de 

separação e concluíram que o método proposto não é eficaz para tal finalidade, 

devido a influência dos efeitos do envelhecimento sobre as características das 

amostras, incluindo a quantidade de água absorvida e à variabilidade dos 

componentes químicos.63 

2.4.1.2 Fluorescência  

A técnica de fluorescência molecular também é empregada para a 

identificação de espécies de madeira, cuja aplicação pode ser realizada com a 
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utilização de lâmpadas com radiação ultravioleta (UV) e câmaras escuras, na qual a 

análise é feita de forma visual ou com a utilização de equipamentos mais 

sofisticados, como os espectrofluorímetros.19,20  

São reportados na literatura, trabalhos que utilizaram lâmpadas UV, como o 

trabalho de Teixeira et al.20 que avaliaram a fluorescência de 23 espécies tropicais 

de madeira. Foram confeccionados corpos de prova de cada espécie e estes foram 

lixadas e expostos à radiação UV com comprimento de onda de 365 nm em uma 

câmara escura. A fluorescência observada variou entre amarelo, violeta e verde com 

diferentes tonalidades entre as diferentes espécies e também não fluorescentes. Os 

autores destacam que o método foi eficiente para auxiliar na diferenciação entre 

espécies que apresentam ou não fluorescência. 

Avella et al.64 realizaram um estudo com 10.160 espécies de madeira 

provenientes da Xiloteca de Tervuren na Bélgica. Foi analisada a fluorescência 

destas espécies conforme o procedimento descrito pelo comitê da Associação 

Internacional de Anatomistas de Madeira (IAWA, do inglês International Association 

of Wood Anatomists).65 Os autores concluíram que 1237 espécies eram nitidamente 

fluorescentes, 2272 possuíam florescência de baixa intensidade e 6651 espécies 

foram consideradas como não fluorescentes. 

Guzmán et al.66 analisaram 579 amostras de madeira do México pertencentes 

a 92 gêneros e 40 famílias. A análise de fluorescência seguiu os padrões da IAWA.65 

Neste estudo, foram analisadas diferentes faces de uma mesma amostra (face 

transversal e faces longitudinais) e as amostras foram classificadas como 

fluorescentes e não fluorescentes. A fluorescência variou principalmente entre tons 

de azul e verde e mais raramente amarelo e laranja. Os autores concluíram que a 

fluorescência pode ajudar a resolver problemas relacionados à discriminação de 

madeiras com aparência similar e que a maioria dos laboratórios de anatomia 

utilizam esta técnica, mas os resultados são raramente publicados. 
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2.4.1.3 Imagem digitais  

A utilização de imagens digitais como técnica para a identificação de espécies 

florestais tem sido explorada com o desenvolvimento de bancos de dados de 

imagens que se baseiam em parâmetros como textura e cor, e utilizando algoritmos 

de classificação.67–70 

Khoury et al.67 realizaram um estudo que aplicou a análise discriminante linear 

e quadrática e imagens digitais para discriminar defeitos em tábuas de eucalipto, 

utilizando histogramas de cores das imagens retiradas em 492 blocos contendo 12 

tipos de defeitos. Os autores obtiveram erros globais de classificação entre 6 % e 50 

% e concluíram que o método é adequado para discriminar defeitos em tábuas de 

eucalipto. Os autores avaliaram que, apesar de terem obtido erros globais de 

classificação satisfatórios, outros tipos de classificação e a inclusão de outros 

parâmetros poderiam ser considerados, como classificadores não paramétricos e a 

posição do defeito nas tábuas de eucalipto. 

Zhao et al.68 propuseram a identificação das espécies Abies nephrolepis, Picea 

koraiensis, Pinus koraiensis, Picea jezoensis e Fraxinus mandshurica, 

fundamentando-se em duas características macroscópicas, a cor e a textura e 

utilizarando o procedimento de fusão de imagens multissensor. Tal procedimento 

permitiu combinar os caracteres de textura, de cor e dados espectrais, gerando um 

método superior àqueles que usam apenas um dos caracteres. Os autores 

obtiveram taxas de acerto de classificação de 95 %, 91 %, 89 %, 93 % e 90 % para 

Abies nephrolepis, Picea koraiensis, Pinus koraiensis, Picea jezoensis,Fraxinus 

mandshurica, respectivamente. 

Wooten et al.69 realizaram a discriminação de aparas de madeira e cascas do 

gênero Quercus spp, Pinus spp. e Ulmus spp. que são utilizadas para produção de 

bioenergia, com o objetivo de otimizar a separação deste tipo de material. Foi 

desenvolvido um algoritmo genérico de identificação para ser aplicado na captura de 

imagem, no qual a textura, intensidade de cores da madeira foram os parâmetros 

utilizados para efetuar a diferenciação. O modelo foi capaz de diferenciar aparas de 

cascas com 98,3 % de acerto de classificação para os três diferentes gêneros de 

madeira. 



2. Revisão Bibliográfica 

 

24 
 

Yusof et al.70 propuseram um estudo utilizando um algoritmo genético 

denominado Kernel (K-GA, do inglês Kernel-Genetic Algorithm), com a combinação 

de análise discriminante, aplicado ao reconhecimento automático de imagens e 

tendo como base a textura da madeira. Os conjuntos de dados das imagens foram 

adquiridos a partir de 52 espécies e os autores obtiveram uma porcentagem de 

classificação correta entre 90 % a 100 %. Os autores concluíram que a utilização do 

algoritmo genético com a seleção dos caracteres não lineares da madeira auxiliou 

na formação do banco de dados utilizando um menor espaço da memória do 

computador e as análises foram realizadas com maior precisão e em tempo real. 
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3. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

3.1 ESPECTROSCOPIA RAMAN 

A espectroscopia estuda a interação da radiação eletromagnética com a 

matéria, em que a radiação pode ser absorvida, transmitida ou espalhada.71 Quando 

ocorre o espalhamento, a interação da molécula com o fóton não provoca mudanças 

nos níveis de energia vibracional e/ou rotacional da molécula, fazendo com que a 

frequência da radiação incidente e da espalhada sejam as mesmas, ou seja, a troca 

de energia (E) é igual a zero, de modo que a frequência da luz espalhada (E0) é a 

mesma que a da luz incidente (E=E0). Este processo também é conhecido como 

espalhamento Rayleigh ou espalhamento elástico.72 No entanto, uma pequena 

fração da radiação pode ser espalhada inelasticamente, ou seja, com energia 

diferente da incidida. Quando a energia espalhada é menor que a incidida, o 

espalhamento é chamado de Raman Stokes e quando a energia é maior, denomina-

se espalhamento Raman anti-Stokes.73,74 A Figura 7 ilustra o esquema do 

espalhamento Rayleigh e espalhamento Raman.72 

 

Figura 7. Mecanismos de espalhamentos Rayleigh e Raman Stokes e Anti-Stokes 
(Adaptado da referência 72). 

No espalhamento Raman Stokes, a molécula no estado fundamental sofre 

colisão com o fóton de energia e essa interação faz com ela obtenha energia a partir 

do fóton, em seguida, a frequência da luz dispersa será menor do que a da luz 
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incidente (E = Eo - Ev). No espalhamento Raman Anti-Stokes o fóton encontra a 

molécula já num estado excitado e após a interação a molécula decai para o estado 

fundamental. Esta diferença de energia é cedida ao fóton, que é espalhado com 

energia igual a E=E0+ Ev. A diferença de energia entre o fóton incidente e o 

espalhado determina o deslocamento Raman, para o qual esta diferença de energia 

relativa das transições de níveis vibracionais moleculares ocorre normalmente entre 

100 e 400 cm-1.1,72 

Realizando a comparação entre as linhas Stokes e anti-Stokes (Figura 7), 

observa-se uma simetria entre elas em relação à linha Rayleigh, estando do lado de 

frequências mais baixas as linhas Stokes e do lado de frequências mais altas as 

linhas anti-Stokes. As linhas anti-Stokes são menos intensas que suas 

correspondentes Stokes, fato que está ligado à probabilidade do fenômeno ocorrer, 

já que a população dos estados excitados segue a distribuição de Boltzmann. 

Portanto, as linhas Stokes de um espectro são normalmente usadas para análises, 

sendo a parte anti-Stokes do espectro descartada. 1,75 

A Figura 8 ilustra esta comparação, tomando como exemplo um espectro 

obtido por espectroscopia de espalhamento Raman para o tetracloreto de carbono 

(CCl4). Algumas bandas aparecem em frequências mais baixas e outras com 

frequências mais altas que a da radiação incidente. As diferenças entre as 

frequências e os deslocamentos de energia correspondem às frequências 

vibracionais do CCl4. Tanto acima quanto abaixo da frequência incidente observa-se 

os mesmos modos vibracionais, entretanto, a parte do espectro vibracional no lado 

de maior energia da linha de excitação é menos intenso (porque, uma vez em 

equilíbrio térmico, há menos moléculas nos estados de energia excitados – condição 

necessária para observação do espalhamento associado ao modo anti-Stokes).76 
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Figura 8. Espectro Raman do CCl4. As linhas Stokes e as linhas anti-Stokes são 
imagens modificadas uma da outra, refletidas por meio da frequência de excitação. 
Uma linha anti-Stokes tem intensidade menor que a linha de Stokes 
correspondentes (Adaptado da referência 76). 

A radiação espalhada produz uma oscilação no dipolo induzido da molécula. 

Este dipolo resulta em uma alteração da polarizabilidade da molécula, ou seja, na 

capacidade de deformação da nuvem eletrônica da molécula a partir de um campo 

eletromagnético. As ligações (ou interações) químicas que sofrem mudanças na sua 

polarizabilidade são tidas como regiões ativas no espectro Raman.71  

O espectrômetro Raman é composto por laser como fonte de excitação do 

espalhamento Raman, um monocromador, suporte de amostras e um detector. O 

tipo de detector e a ótica utilizada no equipamento dependem do tipo de laser 

empregado. Os fatores que afetam a análise incluem elevada relação sinal-ruído, 

instabilidade do instrumento e resolução. Duas configurações são adotadas para a 

composição do equipamento, sendo o espectrômetro Raman dispersivo e com 

transformada de Fourier, denominado FT-Raman (FT, do inglês Fourier transform). A 

diferença entre eles consiste na fonte de laser e no caminho pelo qual a dispersão 

Raman é detectada e analisada.71,72  

As fontes de excitação que podem ser utilizadas na espectroscopia Raman 

englobam lasers na região do ultravioleta e do infravermelho próximo. Os lasers na 

região do ultravioleta e visível (UV-Visível) geram espalhamento Raman, porém, 

devido à baixa energia gerada para promoção da excitação eletrônica da molécula, 
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há a produção de fluorescência de fundo, sendo esta, uma das principais restrições 

da espectroscopia Raman.38  

Devido às restrições que esta técnica apresenta, foram desenvolvidos 

avanços tecnológicos na instrumentação, com destaque para o uso de lasers de 

diodo mais estáveis e detectores de dispositivo de carga acoplada (CCD, do inglês 

Charge Coupled Device) que são extremamente sensíveis à radiação. Outro avanço 

importante é referente ao acoplamento do espectrômetro Raman ao microscópio, 

que deu origem a espectroscopia Raman de imagem, combinando a técnica 

espectroscópica com a aquisição de imagens para fornecer informações detalhadas 

sobre a composição da amostra e a distribuição de seus constituintes.72 

 

3.2 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO  

A espectroscopia no infravermelho (IR, do inglês Infraed Spectroscopy) está 

fundamentada no fenômeno de absorção de radiação eletromagnética. Esta região 

espectral é dividida em três partes, denominadas de infravermelho próximo (NIRS, 

do inglês Near Infrared Spectroscopy), médio (MIR, do inglês Mid Infrared) e distante 

(FIR, do inglês Far Infrared), sendo os limites aproximados para cada região 

apresentados na Tabela 2.38  

Tabela 2. Limites aproximados para cada região espectral do infravermelho.38  

 

Para absorver radiação infravermelha, a molécula precisa sofrer uma variação 

no momento de dipolo como consequência do seu movimento vibracional ou 

rotacional. Isto ocorre devido a esta radiação não possuir energia suficiente para 

promover transições eletrônicas e a sua absorção ser restrita a moléculas com 

pequenas diferenças de energia entre vários estados vibracionais e rotacionais. 

Somente com a variação no momento de dipolo o campo elétrico alternado da 

radiação pode interagir com a molécula e gerar variações na amplitude de um de 

Região 
Intervalo de número de onda 

(ν) - (cm-1) 
Região em comprimento de onda 

(λ) - (µm) 

Próximo (NIR) 12800 a 4000 0,78 a 2,5 

Médio (MIR) 4000 a 200 2,5 a 50 

Distante (FIR) 200 a 10 50 a 1000 
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seus movimentos. Moléculas homonucleares, como O2, N2, etc., serão inativas na 

espectroscopia de absorção no IR devido à ausência de momento de dipolo em suas 

ligações químicas. Em contrapartida, moléculas cujas ligações químicas são 

formadas por átomos de diferentes eletronegatividades, em que ocorre a formação 

de dipolos durante a vibração em virtude das distribuições heterogênea da carga ao 

longo das ligações químicas, absorverão a radiação.38 

As posições relativas dos átomos em uma molécula variam continuamente 

como consequência de inúmeros tipos de vibrações e rotações em torno das 

ligações da molécula. As vibrações podem ser de dois tipos: estiramentos e 

deformações angulares. Uma vibração de estiramento envolve uma variação 

contínua na distância interatômica ao longo do eixo da ligação entre dois átomos. Os 

modos vibracionais de uma molécula podem ser classificados em deformação axial 

(ou de estiramento) – movimento rítmico da distância interatômica ao longo do eixo 

de ligação de forma simétrica ou assimétrica – e deformação angular (ou 

dobramento) – variação rítmica do ângulo entre duas ligações apresentada de 

maneira simétrica e assimétrica, em ambas as situações dentro e fora do 

plano.38,39,41,42,77  

Os modos vibracionais que são ativos no infravermelho ocorrem devido à 

existência de uma alteração rítmica no momento de dipolo durante o movimento, 

sendo este determinado pela diferença de carga e pela distância entre os centros de 

carga.1,38,42 Como resultado, o campo elétrico oscilante da radiação interage com o 

campo elétrico alternado produzido pela mudança de momento de dipolo da 

molécula e modifica a amplitude do movimento. Quando a frequência da radiação é 

igual à da vibração natural da molécula, ocorre absorção e variação na amplitude de 

vibração molecular.38 

A observação de espectros no infravermelho demonstra que cada tipo de 

ligação tem sua própria frequência de vibração. Dois tipos idênticos de ligações em 

dois diferentes compostos não possuem frequências vibracionais (ou espectros no 

infravermelho) exatamente idênticos. Portanto, o espectro no infravermelho pode ser 

equiparado como uma impressão digital para moléculas de mesma forma.39 

Considerando que as vibrações entre dois átomos ocorrem de maneira 

isolada em uma molécula, o modelo do oscilador harmônico pode ser utilizado para 
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representar a interação entre a radiação e a matéria na região do infravermelho. 

Neste modelo, as vibrações dos átomos nas ligações químicas são descritas de 

acordo com a lei de Hooke, ou seja, os movimentos dos átomos nas ligações 

químicas são associados ao movimento (harmônico) de dois corpos unidos por uma 

mola. Contudo, a solução final do modelo do oscilador harmônico aplicado a 

vibrações moleculares não deve considerar a descrição contínua da energia 

baseada na mecânica clássica, e sim energias de vibrações moleculares definidas 

em níveis quantizados, ou seja, o conceito do oscilador harmônico tem que ser 

transferido às equações de onda definidas pela mecânica quântica. O resultado são 

níveis de energia vibracionais das ligações químicas presentes em uma molécula, 

conforme a definição apresentada pela Equação 1.38,40 

           
 

 
                                                                              Equação 1 

em que E( ) é a energia no número quântico vibracional, ℎ é a constante de Planck 

e   é a frequência de vibração dos átomos interligados. 

A Figura 9 mostra o comportamento da energia vibracional em função da 

distância interatômica no oscilador anarmônico.40 A energia envolvida na transição 

do nível 1 para o nível 2 ou do nível 2 para o 3 deveria ser idêntica à da transição de 

0 para 1, e a teoria quântica indica que as únicas transições que poderiam ocorrer 

seriam aquelas em que o número quântico vibracional sofre alteração de uma 

unidade. Segundo a teoria quântica, portanto, somente transições fundamentais 

poderiam existir, sendo esta restrição denominada regra de seleção (ΔEƲ= ± 1). 

Uma vez que os níveis vibracionais são igualmente espaçados, apenas um pico de 

absorção deveria ser observado para uma certa vibração molecular.38,40 
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Figura 9. Diagrama de energia de vibração em função da distância interatômica para 
o oscilador harmônico em uma molécula diatômica (Adaptado das referências 38 e 
40). 

O oscilador harmônico representa o modelo teórico mais simples para o 

cálculo de frequências fundamentais de moléculas diatômicas. Contudo, esse 

modelo fornece apenas uma média, ou a frequência central de transições de 

estados vibracionais e rotacionais de ligações diatômicas. Em moléculas 

poliatômicas, os elétrons sofrem influência de grupos vizinhos, influenciando o 

estiramento, o comprimento e o ângulo de ligação e, portanto, a frequência das 

vibrações das ligações químicas. Na prática, o modelo do oscilador harmônico 

possui muitas limitações, o que resultou no desenvolvimento de um novo modelo, o 

oscilador anarmônico, representado na Figura 10.38,40 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Diagrama de energia de vibração em função da distância interatômica 
para o oscilador anarmônico em uma molécula diatômica (Adaptado das referências 
38 e 40) 

  



3. Fundamentação Teórica 

 

33 
 

A análise do diagrama da Figura 10 mostra que o oscilador anarmônico não 

considera o igual espaçamento das energias entre os níveis vibracionais, ocorrendo 

uma maior aproximação entre os níveis nos estados vibracionais excitados das 

moléculas. Com resultado, ocorrem transições do tipo sobretons (do inglês, 

overtone) com ΔEƲ= + 2 ou + 3.38,78 

Comparando o diagrama de energia para um oscilador harmônico e 

anarmônico de uma molécula diatômica (Figuras 9 e 10, respectivamente), em 

ambos os casos a energia potencial varia em função da distância entre as massas 

dos dois átomos ligados. A partir desta observação para os dois modelos, pode-se 

concluir que o modelo harmônico é imperfeito. Dois dos principais e mais simples 

efeitos que podem servir como exemplo das limitações do modelo harmônico são: a 

medida que dois átomos se aproximam, a repulsão coulombiana entre os dois 

núcleos produz uma força que age na mesma direção da força de restauração da 

ligação, assim, espera-se que a energia potencial aumente mais rapidamente do que 

o observado no modelo do oscilador harmônico. Na situação oposta, em que a 

distância entre os átomos aumenta, há um decréscimo na força de restauração, e, 

portanto, da energia potencial, sendo observado quando a distância interatômica se 

aproxima daquela em que ocorre a quebra da ligação.38,40 

As equações de onda da mecânica quântica, considerando o oscilador 

anarmônico, permitem a obtenção de curvas de energia potencial mais consistentes 

para a estimativa de frequências para as vibrações moleculares, porém, a grande 

complexidade matemática destas equações impede sua aplicação em rotina. 

Qualitativamente, as curvas possuem uma forma anarmônica, que se diferencia do 

comportamento harmônico em alguns aspectos, dependendo da natureza da ligação 

e dos átomos envolvidos. Porém, as curvas harmônicas e anarmônicas são 

semelhantes para energias potenciais pequenas e com isso o sucesso dos métodos 

de aproximação descritos é grande.38,39,42 

A região do infravermelho próximo situa-se entre a região do infravermelho 

médio e a região do visível, correspondente ao intervalo de número de onda de 

4.000 cm-1 a 12.800 cm-1.38,39 A maioria das bandas de absorção nessa região 

resultam de sobretons e combinações de vibrações fundamentais, que ocorrem com 

intensidade de transição cerca de 10 a 1000 vezes menor que as observadas para 
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transição fundamental no MIR. Devido a este fato, ocorrem baixas absortividades 

molares e baixos limites de detecção. No entanto, a radiação NIR penetra na 

amostra com maior profundidade, o que acarreta a minimização de efeitos de 

impurezas e propicia uma análise mais representativa.38,79 

Na região do NIR, os sinais observados são essencialmente transições nas 

quais as diferenças de massa são mais pronunciadas, portanto, abrangendo 

principalmente ligações químicas contendo átomos de hidrogênio, com ligações do 

tipo X-H, em que X representa átomos de oxigênio, nitrogênio, carbono de grupos 

aromáticos e também grupos funcionais importantes como grupos carbonila, 

ligações carbono-oxigênio, carbono-nitrogênio, carbono-hidrogênio, entre outros que 

sofrem estiramento.38,40,79  

 

3.3 ESPECTROMETRIA DE FLUORESCÊNCIA MOLECULAR 

A fluorescência molecular é definida como a emissão de luz a partir do estado 

excitado de uma molécula. A excitação ocorre com a absorção de energia na forma 

de radiação eletromagnética, e no processo de relaxamento para o estado 

fundamental, é liberado o excesso de energia absorvida na forma de fótons, 

conforme exposto na Figura 11.38,41  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Diagrama de energia para fluorescência. 

A fluorescência e a fosforescência se assemelham quanto à forma de 

excitação da molécula que é feita por absorção de fótons de uma fonte externa de 
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radiação. Porém, elas são diferentes pelo fato das transições eletrônicas 

responsáveis pela fluorescência não envolver mudança de spin eletrônico, mas 

apenas relaxamento vibracional até níveis eletrônicos menos energéticos sem 

desemparelhar os spins. O emparelhamento de spins caracteriza o estado singleto. 

Antes da emissão de fluorescência, ocorre a transição de um estado singleto 

excitado para outro estado singleto excitado menos energético. Como consequência, 

a emissão de fluorescência se manifesta em um período de tempo menor que 10-5 s, 

cessando, quase que instantaneamente, quando a fonte de excitação é desligada. 

Em contraste, na fosforescência ocorre uma mudança de spin, antes da emissão da 

radiação, com desemparelhando de elétrons. O sistema passa de um estado 

singleto excitado para um estado tripleto excitado (que é mais estável e menos 

energético). Isto faz com que a emissão de radiação se mantenha por um período de 

tempo maior, geralmente vários segundos, mesmo após o término da excitação. 38,80 

Os métodos luminescentes apresentam vantagens quando comparados com 

outros métodos espectroscópicos de absorção, porque possuem elevada 

sensibilidade, possibilidade de trabalhar em altas faixas lineares de concentração e 

limites de detecção superiores aos encontrados na espectrometria de absorção.38 

3.4 ESPECTROSCOPIA DE IMAGEM 

A espectroscopia de imagem consiste na combinação da espectroscopia 

convencional e a tecnologia de imagem aplicada ao mapeamento de uma região 

definida. Nesta técnica, seleciona-se a área da amostra a ser analisada a qual é 

dividida em pixels. São então obtidos espectros a cada pixel, gerando um arranjo 

tridimensional (Figura 12) em que as variáveis x e y representam as coordenadas da 

área mapeada e uma terceira dimensão contém as variáveis espectrais (λ). O 

procedimento de medida, em muitos casos, permite obter informações da amostra 

sem qualquer tratamento, tais como moagem ou dissolução. As vantagens não 

estão apenas em economia de tempo e custos operacionais, mas no fato das 

propriedades físicas e químicas da amostra não serem modificadas. 81 
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Figura 12. Arranjo tridimensional dos dados gerados em espectroscopia de imagem.  

Uma imagem espectral pode ser formada por centenas de milhares de 

medidas, o que gera uma maior dificuldade no processamento e análise desses 

dados. Técnicas clássicas tendem a trabalhar com representações reduzidas da 

imagem, utilizando apenas uma medida por pixel, geralmente a intensidade 

acumulada, ou o sinal em um comprimento de onda específico. Estas técnicas, 

embora simples, não trazem as vantagens de se obter toda qualidade e quantidade 

das informações. Contudo, elas podem ser aplicadas quando um sinal seletivo do 

analito estiver disponível. 21,82,83  

Para adquirir informações espaciais e espectrais simultaneamente, deve-se 

definir a posição espacial para a área a ser mapeada. Os detectores do tipo focal 

plane array (FPA) são compostos por milhares de elementos que formam uma matriz 

de pixels, o que possibilita obter milhares e espectros por pixel simultaneamente 

com tempos de aquisição em torno de minutos ou segundos e altas resoluções.84,85 

Devido ao elevado volume de dados gerados, as respostas espectrais se 

encontram correlacionadas, e em muitos casos contendo sinais sobrepostos, então, 

métodos de análise multivariada são geralmente necessários para a análise de 

imagens espectrais, sendo comumente aplicados para a identificação dos 

componentes da amostra e efetiva extração de informações sobre a sua distribuição 

espacial.21,81,83 

3.5 IMAGENS EM ESCALA RGB 

Nas imagens digitais convencionais, as cores visíveis são obtidas através da 

combinação de três componentes de cor distintos, criando um sistema aditivo: um 
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componente utilizando intensidade da cor vermelha, um componente com a 

intensidade da cor verde e um componente com a intensidade da cor azul (RGB, do 

inglês Red, Green, Blue).21,86  

A imagem é definida como uma função bidimensional f(x,y) na qual x e y são 

coordenadas planas, e a amplitude de f em qualquer par de coordenadas (x,y) é 

chamada de intensidade de cor.  Elas podem ser classificadas quanto à sua forma 

de armazenar as informações através da representação numérica dos pixels. No 

caso de imagens em escala de cinza, existe uma só matriz denominada univariada, 

com coordenadas (i, j) e a intensidade de cinza que varia de zero (cor preta) a 255 

(cor branca). Quanto maior a quantidade de pixels por polegada, maior será a sua 

resolução, pois cada pixel representa uma intensidade.86–88  

Nas imagens RGB (Figura 13), cada pixel contém três valores, que são 

referentes às cores vermelho, verde e azul. Este tipo de imagem representa um 

arranjo de matriz do tipo i x j x 3. Imagens RGB possuem 8 bits para cada cor, com 

um total de 24 bits. Um byte então pode assumir 256 valores diferentes, variando de 

0 a 255. Como resultado final tem-se 16 milhões possibilidades de cores diferentes 

(2563=16.777.216).21,87  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Representação do cubo de cores RGB. 
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Uma grande quantidade de informações podem estar contidas nas cores de 

uma imagem, e estas informações adicionais podem ser usadas para simplificar a 

análise da imagem. Três características são utilizadas para descrever as cores. O 

matiz, que é determinado pelo comprimento de onda dominante. A saturação, que 

corresponde à pureza da excitação e depende da quantidade de luz branca 

misturada com o matiz. Matiz e saturação em conjunto determinam a cromaticidade 

de uma determinada cor. A intensidade corresponde à luminosidade ou 

escurecimento relativo da cor, geralmente é medida como a porcentagem de 

brilho.87,88 

3.6 QUIMIOMETRIA 

3.6.1 Definição 

O termo quimiometria foi utilizado pela primeira vez em 1971 pelo químico 

Svante Wold.89 Existem diversas denominações para a palavra “quimiometria”, 

dentre as quais pode-se definir como uma área da química que emprega 

ferramentas matemáticas e estatísticas aplicadas à química para planejar ou otimizar 

procedimentos experimentais, extrair o máximo de informações relevantes através 

da análise de dados e obter o conhecimento sobre os sistemas químicos.90–92 

A quimiometria é uma área a ser explorada e em desenvolvimento, pois com 

a diversidade de instrumentos e técnicas instrumentais aplicados em química, 

especialmente na química analítica, tem-se a necessidade da utilização de 

ferramentas matemáticas capazes de interpretar os dados de maneira eficaz e 

efetiva. 

Para estimar a concentração de uma ou mais espécies, a partir de uma série 

de medidas instrumentais, associando os valores à sua propriedade de interesse 

correspondente, é necessário construir um modelo de calibração, ou seja, 

determinar a relação entre propriedades e concentrações.91–94 

O modelo mais simples de calibração é obtido a partir da correlação entre 

uma medida, por exemplo, a quantidade de luz absorvida por uma amostra em um 

único comprimento de onda e sua concentração. Este tipo de calibração é 
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denominado univariado e os dados gerados são denominados dados de ordem zero. 

A calibração univariada é o método mais simples aplicado em química e sua 

desvantagem está em requerer a total seletividade do detector para o analito quando 

há a presença de interferentes.93–95 

Diferentemente, a calibração multivariada busca estabelecer um modelo que 

relacione uma série de medidas organizadas em um vetor, realizadas para cada 

amostra com uma determinada propriedade ou concentração de um analito. Medidas 

desta natureza são denominadas como dados de primeira ordem. Métodos 

cromatográficos e técnicas espectroscópicas são exemplos de instrumentos que 

realizam várias medidas para uma amostra em uma única leitura. A vantagem na 

utilização de dados multivariados de primeira ordem está na construção de modelos 

em que sinais não seletivos podem ser analisados e interferentes podem ser 

considerados com a utilização de ferramentas matemáticas.92,94,96  

Dentre os métodos de calibração multivariada mais utilizados, destaca-se os 

métodos de regressão linear, tais como regressão linear múltipla (MLR, do inglês 

Multiple Linear Regression), regressão por componentes principais (PCR, do inglês 

Principal Components Regression) e a regressão por mínimos quadrados parciais 

(PLS, do inglês Partial Least Squares).92–95 

Quando é possível a aquisição de uma matriz de respostas instrumentais por 

amostra, emprega-se modelos de calibração multivariada de segunda ordem. Dentre 

os modelos de calibração de segunda ordem mais utilizados, destaca-se análise de 

fatores paralelos (PARAFAC, do inglês Parallel Factor Analysis)97 e resolução 

multivariada de curvas (MCR, do inglês Multivariate Curve Resolution).98,99 
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3.6.2 Análise de Componentes Principais 

Para realizar a análise das respostas obtidas por várias medidas 

multivariadas em um conjunto de dados, é necessário organizar os dados em uma 

matriz (X). A análise de componentes principais (PCA, do inglês Principal 

Components Analysis) tem como objetivo principal combinar as variáveis originais da 

matriz (X) e as variações presentes, reduzindo dimensionalidade e preservando as 

informações relevantes da matriz. A PCA permite a interpretação dos resultados 

devido à determinação das variáveis mais significantes a partir de combinações 

lineares das variáveis originais, as chamadas Componentes Principais (CP’s).94 

A representação da matemática da PCA é dada pela Equação 2, em que a 

matriz X é decomposta em duas matrizes menores:100,101 

                           Equação (2) 

Em que T representa a matriz de escores, Pt a matriz transposta de pesos (loadings) 

e E a matriz do erro de decomposição. 

A PCA reduz as variáveis da matriz X a um número menor variáveis contendo 

as informações mais relevantes, que são os escores e pesos. Esses escores são 

ponderados pelos pesos, que representam a relevância de cada variável. A matriz E 

contém resíduos de decomposição, que a princípio devem conter apenas ruído ou 

comportamento aleatório.102 A PCA permite a interpretação dos resultados devido à 

determinação das variáveis mais significantes a partir de combinações lineares das 

variáveis originais, as chamadas Componentes Principais (CP’s). O objetivo da PCA 

é condensar o máximo possível da variância da matriz X com o mínimo de CP’s. A 

escolha do número de CP’s é uma decisão crucial para a interpretação do modelo e 

deve levar em conta a quantidade de variância modelada e o conhecimento químico 

do sistema.100,101 

3.6.3 Regressão por mínimos quadrados parciais 

A regressão por mínimos quadrados parciais (PLS, do inglês Partial Least 

Squares) consiste em um método de calibração multivariada aplicado a dados de 

primeira ordem com a construção de modelos de regressão. Outro modelo de 

regressão mais simples e menos aplicado é o de regressão por componentes 
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principais (PCR, do inglês Principal Components Regression). A PCR é baseado na 

resolução de equações lineares relacionadas à propriedade de interesse, com a 

finalidade de estimar os coeficientes de regressão, em que a decomposição do 

conjunto de dados da matriz X em PCA é feita de forma independente da matriz ou 

vetor Y que contém a (as) propriedade (es) de interesse. A propriedade de interesse 

pode definir a concentração de um ou mais analitos, propriedades físico-químicas, 

as quais são relacionadas com a composição da amostra. 103–105 

A diferença entre PCR e PLS consiste na maneira em que a matriz X 

(resposta instrumental) é decomposta e a informação de Y (propriedade de 

interesse) é incorporada. Em PCR apenas a matriz X é decomposta e a regressão é 

feita baseando-se nos escores de X e Y. Por outro lado, em PLS X e Y são 

decompostos conjuntamente, o que modifica a componente principal a fim de 

maximizar a covariância de X e Y. Assim, as componentes principais no modelo PLS 

são denominadas como variáveis latentes (VL’s). As VL’s são posicionadas de forma 

a garantir uma menor dimensão em relação ao espaço original das variáveis e obter 

uma máxima covariância possível entre a matriz X e a matriz Y. 103–105 

O modelo PLS é construído a partir da matriz X do tipo i x j (Xixj), em que i 

linhas representam as amostras e as j colunas representam as variáveis 

instrumentais (absorbância, intensidade relativa, etc.). Y é então uma matriz ou vetor 

(Y) do tipo i x k que contém os valores de referência para cada propriedade de 

interesse (k), conforme representado pelas Equações 3 e 4.103–106 

 

            
                    Equação (3) 

       
                              Equação (4) 

O h representa o número de variáveis latentes do modelo. A matriz   
  e a 

matriz   
  são os pesos da matriz        e da matriz Y, respectivamente. A matriz    

representa todos os vetores escores. As matrizes E e F representam os erros, ou 

seja, ambas contem a variância não explicada pelo modelo PLS para as matrizes X 

e Y, respectivamente. 
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Para a decomposição do modelo PLS é necessário a utilização de um 

algoritmo que estime cada parâmetro das Equações 3 e 4. O algoritmo por mínimos 

quadrados parciais iterativo não linear (NIPALS, do inglês Non-linear Iterative Partial 

Least Squares)104,107,108, e o algoritmo denominado modificação estatisticamente 

inspirada do PLS (SIMPLS, do inglês Statistically Inspired Modification of PLS)109 

são os mais utilizados. 

O modelo PLS tem a finalidade de explicar a variância em X e obter 

simultaneamente a maior correlação possível com Y. Assim, este modelo leva a 

duas diferenciações, o PLS 1 permite que o vetor y seja modelado individualmente, 

sendo que para cada propriedade de interesse é calculado um conjunto separado de 

pesos e VL. No PLS 2 é calculado um único conjunto de pesos e VL para a matriz 

que contém as propriedades de interesse (Y), as quais são modeladas 

simultaneamente.94,105,107. 

3.6.3.1 Pré-processamentos 

Antes da construção dos modelos quimiométricos, é necessário realizar a 

etapa de pré-processamento dos dados. Tal processo visa eliminar informações 

indesejáveis que não estão relacionadas com as propriedades de interesse da 

amostra, tais como, remoção de ruído e flutuações de linhas de base. Estas 

informações podem prejudicar a interpretação e a construção do modelo.101,107 

Existem muitos pré-processamentos que podem ser empregados, principalmente 

para dados espectroscópicos, como a primeira e segunda derivada, correção de 

sinais de espalhamento multiplicativo (MSC, do inglês Multiplicative Scatter 

Correction), e outros que são utilizados de maneira geral, como centrar na média e 

autoescalamento. Uma breve descrição dos principais pré-processamentos é feita a 

seguir:107,110–112  

 Primeira ou segunda derivada em dados espectrais é um procedimento que 

pode destacar ombros espectrais, bem como minimizar o efeito de inclinações 

provocadas na linha de base dos espectros, devido à morfologia das partículas. Ao 

aplicar as operações de derivação aos espectros, as informações contidas ao longo 

dos diferentes comprimentos de onda são geralmente acentuadas, diminuindo a 

relação sinal/ruído, portanto, deve-se ter cuidado com a qualidade dos espectros aos 
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quais se deseja aplicar o cálculo das derivadas. Pode ser realizado o alisamento 

posterior dos dados a fim de minimizar a amplificação do ruído como etapa anterior 

à derivação, sendo o algoritmo Savitzky-Golay o mais utilizado para esta finalidade. 

 Correção de sinais de espalhamento multiplicativo (MSC, do inglês 

Multiplicative Scatter Correction): o objetivo do MSC em dados espectroscópicos é a 

minimização da interferência relativa ao espalhamento de luz e correção de linha de 

base dos espectros. Para efeito de cálculo, obtém-se o espectro médio do conjunto 

de dados para o qual se deseja realizar a correção da linha base. Em seguida, 

utiliza-se uma regressão linear dos dados originais para calcular os coeficientes 

angular e linear do gráfico entre o espectro ideal e o espectro que vai ser corrigido. 

O espectro corrigido é calculado subtraindo cada ponto do espectro pelo valor do 

coeficiente linear e dividindo este valor pelo coeficiente angular. 

 Centrar na média: para centrar os dados na média, primeiro é necessário 

calcular os valores médios das colunas da matriz X que contém todas as amostras 

em suas linhas. Esse valor médio encontrado é subtraído de cada amostra em cada 

variável correspondente. O resultado deste pré-processamento traz apenas uma 

transposição dos eixos deslocando a origem para o do valor médio, mantendo a 

estrutura dos dados obtidos. 

 Autoescalamento: este pré-processamento consiste em subtrair cada valor 

das colunas matriz X que contém todas as amostras em suas linhas do valor médio 

dos sinais das amostras e, posteriormente, dividir o resultado pelo desvio padrão de 

cada coluna.  

3.6.3.2 Análise discriminante por mínimos quadrados parciais 

A análise discriminante por mínimos quadrados parciais (PLS-DA, do inglês 

Parcial Least Squares for Discriminant Analysis) é um método de classificação 

supervisionado, cujo objetivo é construir um modelo de classificação no qual as 

amostras são divididas em grupos e tem como pré-requisito a necessidade do 

conhecimento prévio das classes do conjunto das amostras a serem 

analisadas.104,113A construção do modelo PLS1-DA é representado pela Figura 14.  
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Figura 14. Desenho esquemático do modelo PLS1-DA.114  

Para construção do modelo PLS-DA realiza-se uma calibração qualitativa, na 

qual a propriedade de interesse a ser determinada consiste nas amostras 

pertencerem ou não a uma determinada classe. Ao vetor y são atribuídos os valores 

das classes, sendo o valor 1 referente às amostras que serão discriminadas e o 

valor 0 é atribuído para as outras classes.107,113 Assim, o modelo é construído para 

cada classe. Conforme representado na Figura 14, devem ser construídos três 

modelos: o modelo 1 (constituído apenas com X e y1) que diferencia a Classe 1 das 

Classes 2 e 3, o modelo 2 que diferencia a Classe 2 das Classes 1 e 3 e por fim, o 

modelo 3 que diferencia a Classe 3 das Classes 1 e 2.  

Um limite de decisão (threshold) deve ser definido, podendo ser fixado de 

forma casual (como o valor de 0,5, por exemplo) ou calculado conforme a teoria 

bayesiana. Valores de Y acima deste limite indicam que a amostra pertence à 

respectiva classe, enquanto valores abaixo dele indicam que a amostra não 

pertence à classe, sendo que, para cada classe, é definido um vetor y. 115,116 

3.6.3.2.1 Validação cruzada e determinação do número de variáveis 

latentes 

Para estabelecer um modelo PLS é necessário a escolha do número de 

variáveis latentes (VL’s) a partir das amostras de calibração (também denominado 

como conjunto de treinamento). O número de VL’s é determinado através da 

validação cruzada (CV, do inglês Cross-Validation),104,107 que é baseada na 

avaliação da magnitude dos erros de previsão, utilizando as amostras de calibração 

sem que elas tenham sido utilizadas na construção do modelo.94 
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Para a realização da CV, deve-ser retirar amostras do conjunto de calibração, 

de tal forma que elas sejam utilizadas para a etapa de avaliação do modelo e as 

restantes são utilizadas para a construção do modelo, realizando assim, uma 

rotatividade de todas as amostras, que devem ser usadas nas duas etapas. Os 

métodos geralmente utilizados para realização da CV são por blocos contínuos (do 

inglês contiguous block), deixar uma amostra de fora (do inglês leave one out), 

subconjuntos aleatórios (do inglês, randon subsets) e venezianas (do inglês, 

venetian blinds). Para este trabalho, a CV utilizada foi do tipo leave one out, em que 

se retira apenas uma amostra por vez. Esse novo modelo criado é utilizado para 

prever as propriedades de interesse das amostras removidas, sendo calculado o 

erro de previsão, que consiste da subtração do valor da propriedade de interesse 

conhecida pela estimada, utilizando-se diferentes números de VL. Em seguida, é 

realizado um rodízio das amostras que são retiradas e, após o rodízio completo, com 

todos os erros de previsão calculados obtém-se uma estimativa da raiz quadrada do 

erro médio quadrático de validação cruzada (RMSECV, do inglês Root Mean 

Squared Error of Cross-Validation) para cada variável latente. A Equação 5 expressa 

a fórmula do RMSECV.101,102,104,107  

         
          

  
   

 
                Equação (5) 

Em que N= número total de amostras de calibração utilizadas,    e     (i-ésima 

amostra ) são os valores de referência e valores estimados das propriedades de 

interesse, respectivamente. 

A escolha do número de VL’s para o modelo é realizada a partir da 

visualização do menor valor de RMSECV ou ainda, quando não ocorrem mudanças 

significativas no valor de RMSECV.  

Outra maneira de visualizar a eficiência do modelo consiste na determinação 

do erro médio quadrático de calibração (RMSEC, do inglês Root Mean Squared 

Error of Calibration), demonstrado na Equação 6.102,107  

        
          

  
   

 
                  Equação (6) 
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Em que o    e     (i-ésima amostra) são os valores de referência e o valor estimado, 

respectivamente,   = número de amostras de calibração contidas no modelo e   = 

número de graus de liberdade. 

A verificação do sobreajuste do modelo ocorre quando os valores de 

RMSECV e RMSEC possuem grandes diferenças entre si, informando que o modelo 

funciona adequadamente para a previsão de amostras de calibração, o que não 

ocorre para outras amostras. Concluí-se que as amostras selecionadas para 

desenvolver o modelo não são suficientemente representativas, o que demonstra um 

sobreajuste do sistema em estudo, logo, o modelo construído é ineficiente para 

outras aplicações.  

3.6.3.2.2 Detecção de amostras anômalas 

As amostras anômalas, também denominadas pelo seu termo em inglês, 

outliers, são amostras que apresentam um comportamento diferente das demais 

amostras que compõem o conjunto de dados. Esse comportamento pode ser 

representado por amostras não representativas ou por algum erro de medida.90,107  

Os outliers podem estar presentes nos conjuntos de calibração e validação 

(também denominados como conjunto de treinamento e conjunto teste, 

respectivamente). No conjunto de treinamento, a presença de outliers podem gerar 

modelos com baixa capacidade de previsão, ou seja, com altos valores de erro, o 

que prejudica o desenvolvimento do modelo. Por outro lado, a presença de outliers 

no conjunto teste pode influenciar os resultados, indicando que o modelo não é 

adequado ou possui capacidade inferior à que poderia ser apresentada na ausência 

destas amostras. 90,107 

Os diversos métodos sugeridos para identificação de outliers,107,117–120 de uma 

forma geral, envolvem a observação dos dados com alta influência (do inglês 

leverage) e resíduos não modelados na matriz X e no vetor y, com a utilização de 

um nível pré-estabelecido de intervalo de confiança 
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.3.6.4 Figuras de mérito  

As figuras de mérito podem ser definidas como parâmetros que caracterizam 

a eficiência do método analítico e que são aplicadas na etapa de validação analítica. 

A validação analítica visa assegurar que os resultados obtidos tenham a eficiência 

requerida nas condições experimentais em que o método será utilizado.118,119As 

especificações de como essas figuras de mérito devem ser estimadas e os níveis 

aceitáveis em cada uma dependem da propriedade de interesse determinada ou da 

área de aplicação, sendo normalmente descritas e regidas por órgãos de 

fiscalização e controle.121 

As figuras de mérito para modelos de regressão e discriminação são 

calculadas na etapa de validação externa, que utiliza um conjunto de amostras 

diferente do utilizado na etapa de calibração. A partir dos resultados obtidos na 

etapa de validação externa, são calculados os parâmetros que demonstram a 

eficiência do método proposto. A Tabela 3 traz a descrição dos termos das figuras 

de mérito.115,122–124 

Tabela 3. Descrição dos termos utilizados para cálculo das figuras de mérito.115,124 

Fator Abreviação Descrição 

Falso Positivo FP 

Amostras pertencentes às demais 
classes (valor de classe 0) 

classificadas como amostras da 
classe 1 

Falso Negativo FN 
Amostras da classe 1 classificadas 

como pertencentes à classe 0 

Verdadeiro Positivo VP 
Amostras da classe 1 classificadas 

corretamente como 1 

Verdadeiro 
Negativo 

VN 
Amostras da classe 0 classificadas 

corretamente como 0 

 

i. Taxa de falso positivo  

 

A taxa de falso positivo (TFP) é definida como a percentagem baseada na 

razão entre o número de erros falso positivo (FP) e a soma entre os erros falso 
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positivo e verdadeiro negativo (VN), sendo descrita pela Equação 7:115,124 

 

    
  

     
                      Equação (7) 

ii. Taxa de falso negativo 

 

A taxa de falso negativo (TFN) é definida pela razão entre o número de erros 

falso negativo e a soma entre os erros falso negativo e verdadeiro positivo (Equação 

8): 115,124 

    
  

     
                       Equação (8) 

 

iii. Taxa de eficiência 

 

A taxa de eficiência (TEF) é definida pela Equação 9: 115,124 

 

                                         Equação (9) 

 

iv. Taxa de especificidade 

A taxa de especificidade ou seletividade (TSP) é definida pela razão entre o 

número de verdadeiros negativo e a soma entre o número de verdadeiro negativo e 

os erros falso positivo (Equação 10): 115,124 

    
  

     
                             Equação (10) 

 

v. Taxa de sensibilidade 

A taxa de sensibilidade (TST) é definida pela razão entre o número de 

verdadeiros positivo e a soma dos erros falso negativo e verdadeiro positivo, de 

acordo com a Equação 11: 115,124 

    
  

     
                    Equação (11) 

 

vi. Erro médio de estimativa 

Expressa o grau de concordância entre o valor estimado ou medido e o valor 

tido como verdadeiro ou de referência. Em calibração multivariada, o erro médio 

pode ser estimado através da raiz quadrada do erro médio quadrático de previsão 
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(RMSEP, do inglês Root Mean Squares Error of Prediction), conforme demonstrado 

na Equação 12:118,119 

        
          

 
  
   

  
                      Equação (12) 

Em que         (i-ésima amostra) são os valores de referência e valores estimados 

das propriedades de interesse, respectivamente, do conjunto de validação e    = 

número de amostras do conjunto de validação. 

3.6.5 Resolução multivariada de curvas 

O método de resolução multivariada de curvas (MCR, do inglês Multivariate 

Curve Resolution) foi desenvolvido pelo Professor Romá Tauler em 1993,125 sendo 

definido como um método de processamento de sinais capaz de recuperar 

informações quando aplicado em um conjunto de dados contendo mistura de sinais. 

De forma genérica, este método busca decompor uma matriz D referente à uma 

resposta instrumental, em um produto de duas outras matrizes, C e ST, que contêm 

informações relacionadas à intensidade ou concentração relativa e sobre o espectro 

puro de cada componente/constituinte, respectivamente. Essa decomposição pode 

ser representada matematicamente pela Equação 13, em que cada elemento da 

matriz D corresponde ao produto interno entre o vetor linha da matriz C e um vetor 

coluna ST; E é a matriz de resíduos que contém a parte não modelada.99,126,127 

                                   Equação (13) 

O objetivo do método é a decomposição da matriz de dados D em perfis 

puros associados à variação de cada contribuinte representados pelas matrizes C e 

ST, respectivamente. Em outras palavras, com a aplicação do MCR é possível 

estimar os valores de concentração relativa e os espectros puros dos componentes 

de interesse em uma amostra. 99,126,127 

3.6.5.1 Resolução Multivariada de Curvas por Mínimos Quadrados 

Alternantes 

Para a resolução do MCR, emprega-se um processo interativo utilizando o 

algoritmo de mínimos quadrados alternantes (ALS, do inglês Alternating Least-
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Squares). O método MCR-ALS busca encontrar de forma interativa os perfis de 

concentrações individuais das espécies que melhor explicam a variância dos dados 

observados, com o mínimo de erro possível. Esta recuperação é baseada na ideia 

de que a matriz de dados é bilinear, ou seja, que ela pode ser decomposta no 

produto de duas matrizes.99,126,128 

Para que o método MCR-ALS possa ser aplicado, os dados devem possuir 

uma relação linear com a concentração. Outra condição que deve ser atendida é a 

análise de posto (do inglês, rank) da matriz. O posto da matriz de dados do analito 

puro e das misturas devem ser calculados e comparados, assim como da matriz de 

dados com todas as amostras. O posto da matriz total de espectros deve ser igual 

ao número de espécies analisadas nas misturas. Este é o número correspondente 

ao número de linhas e colunas linearmente independentes, ou seja, o número de 

vetores que não podem ser escritos como uma combinação linear dos outros.98,129–

131 O número de componentes presentes na matriz podem ser determinados com a 

estimativa do posto, que é realizada por meio da porcentagem de variância 

explicada por decomposição em valores singulares (SVD, do inglês Singular Values 

Decomposition)128,132 ou PCA128,133. Também é possível ter conhecimento prévio dos 

componentes presentes na amostra e caso exista esta alternativa, o número de 

componentes podem ser definidos de acordo com a composição. 

O algoritmo ALS calcula as concentrações das matrizes puras C e ST a partir 

das estimativas iniciais que devem ser fornecidas ao modelo. Quando esta 

informação não está disponível, pode ser aplicado o método de seleção de variáveis 

puras, utilizando os métodos de Análise de Fatores Evolucionários (EFA, do inglês 

Evolving Factor Analysis)134,135 e métodos baseados na aproximação da variável 

pura (do inglês, pure)128,136,137. As estimativas iniciais obtidas pelo pure selecionam 

as colunas com as variáveis mais puras de acordo com o número de fatores que 

podem existir na amostra, e este método tem como base o método SIMPLISMA (do 

inglês, SIMPLe-to-use InteractiveS Mixture Analysis),138,139. Este método assume 

que cada componente de uma mistura tem uma variável com intensidade finita para 

dado componente e intensidade zero para os demais. O SIMPLISMA utiliza a 

variância e critérios de similaridade para encontrar as variáveis puras, e faz uma 

relação máxima entre o desvio padrão e a média.137–139 
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O algoritmo ALS inicia a otimização do modelo a partir das Equações 14 ou 

15, que dependem das estimativas iniciais obtidas para a concentração (Cinit) e dos 

perfis espectrais (ST
init) obtidos a partir da escolha do número de 

componentes.98,99,128,130,140 

        
                             Equação (14) 

         
                               Equação (15) 

O sinal "+" indica a operação de pseudoinversa. O procedimento de 

otimização repete os dois passos descritos nas Equações 14 e 15, nos quais as 

estimativas iniciais são substituídas pelos valores estimados na interação anterior do 

ALS, até que o critério de convergência de minimização da matriz de resíduos (E) 

seja alcançado ou até o algoritmo atingir o número máximo de interações. 

98,99,128,130,140 

A solução fornecida pelo modelo MCR-ALS deve ser avaliada com critério, a 

partir da comparação com os espectros puros iniciais e os espectros recuperados, 

pois tal modelo fornece diferentes soluções a partir de diferentes combinações entre 

as matrizes C e S, e estas podem não fornecer o resultado esperado referente ao 

sentido químico. Para dados espectrais, por exemplo, bandas de absorção podem 

ser omitidas ou estarem presentes em determinadas regiões de uma varredura 

espectral que não deveriam apresentar tal sinal. Esta situação caracteriza uma falha 

de convergência do modelo, denominada como ambiguidade rotacional, sendo estas 

características uma desvantagem do MCR-ALS.99,128,130,141 

Todavia, para minimização dos efeitos de ambiguidade rotacional, podem ser 

impostas ao MCR restrições matemáticas que tendem a diminuir o número de 

interações e corrigir os erros existentes. As principais restrições utilizadas são 

ilustradas nas Figuras 15 (a), (b) e (c), respectivamente, e descritas a 

seguir.99,126,128,130,141  

i) não negatividade da concentração e dos espectros: esta restrição impõe que 

os valores de concentração (C) e o sinal analítico (S) (espectros, 

cromatogramas, etc.) tenham apenas valores positivos, 

ii) balanço de massa (do inglês, closure): requer que o somatório das 

concentrações relativas de uma amostra durante o processo de otimização do 
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modelo seja constante, ou seja, a soma de todas as concentrações prevista 

será igual a, por exemplo, 100 %. 

iii) unimodalidade: esta restrição é aplicada para que o sinal analítico 

(cromatograma, sinal voltamétrico, perfis espectrais) apresente um único 

ponto máximo por perfil.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Restrições utilizadas no MCR-ALS (a) não negatividade, (b) balanço de 
massa e (c) unimodalidade.126 

A Figura 16 ilustra o MCR-ALS aplicado à decomposição de uma matriz de 

dados usando MCR-ALS em espectroscopia de imagem. A matriz S corresponde 

aos espectros puros obtidos, a matriz de concentração (C) é então desdobrada para 

recuperar as informações contidas nos pixels. Por fim, são construídos mapas de 

distribuição de cada componente a partir da matriz de concentração das estimativas 

inicias fornecidas ao modelo. 
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Figura 16. Representação esquemática da aplicação do MCR-ALS aos dados de 

espectroscopia de imagem. 

O MCR pode ser aplicado tanto na análise de mais de uma matriz de dados 

simultaneamente, quanto de uma única matriz. Quando o MCR é aplicado na 

decomposição de mais de uma matriz, estas são organizadas de forma adjunta, uma 

abaixo da outra (no sentido das colunas) ou uma ao lado da outra (no sentido das 

linhas) dependendo das estimativas iniciais serem os perfis espectrais ou de 

concentração. Tal procedimento gera uma matriz aumentada, que pode ser aplicado 

para aquisição de dados em espectroscopia de imagem. 21,126  
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CAPÍTULO 4 

Análise exploratória da distribuição de holocelulose e lignina total 

em diferentes espécies de madeira por imagem hiperespectral e 

espectroscopia Raman 
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4. ANÁLISE EXPLORATÓRIA DA DISTRIBUIÇÃO DE 

HOLOCELULOSE E LIGNINA TOTAL EM DIFERENTES ESPÉCIES 

DE MADEIRA POR IMAGEM HIPERESPECTRAL E 

ESPECTROSCOPIA RAMAN 

Técnicas analíticas como cromatografia líquida de alta eficiência, gravimetria, 

extração com solvente, são utilizadas para a determinação de açúcares, lignina 

insolúvel e solúvel e extrativos, respectivamente. As técnicas analíticas clássicas 

para a determinação da composição química da madeira têm a característica de 

demandar longos tempos para a execução, consumir um volume grande de 

reagentes químicos gerando resíduos e requer a destruição da amostra.4,142,143 Além 

disso, é importante destacar que estas técnicas são incapazes de apresentar 

informações sobre a composição química da madeira a nível microscópico ou 

realizar mapeamento em regiões de pequena dimensão.  

O emprego de imagem hiperespectral por espectroscopia Raman (HIS-

Raman, do inglês Hyperspectral Image by Raman) tem se mostrado uma ferramenta 

eficiente para o estudo da distribuição de celulose e lignina em tecidos de plantas. 

4,9–11,37,143–146 Tal técnica oferece a vantagem de possuir boa seletividade química e 

fornece informações sobre estrutura molecular e composição da espécie estudada.  

Nesse sentido, a aplicação desta tese consistiu na utilização da HIS-Raman e 

a ferramenta químiométrica MCR-ALS para a realização de um estudo exploratório 

para determinar a distribuição e caracterização química de holocelulose e lignina 

total em quatro diferentes espécies de madeira. Para a execução desta etapa 

experimental, foi necessária a realização da caracterização química destas 

espécies. 

As três espécies florestais escolhidas para a realização deste trabalho foram 

do gênero Eucalyptus, sendo: E. grandis, E. urophylla e um híbrido de E. urophylla x 

E.camaldulensis. 

A motivação da escolha de três espécies diferentes de eucalipto para este 

estudo foi baseada na sua grande aplicação no setor de papel e celulose, 

construção civil, diversidade das características e usos que o gênero Eucalyptus 
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apresenta. Além disso, observa-se que esse gênero possui a vantagem de se 

adaptar facilmente às mais diferentes condições de clima e solo. O eucalipto se faz 

presente como matéria prima na indústria de papel e celulose e ainda constitui-se 

como uma importante fonte renovável de geração de energia. 

A quarta espécie estudada foi do gênero Swietenia, especificadamente a 

espécie Swietenia macrophylla King (mogno), que é uma das madeiras mais 

valiosas do mundo, apresentando cor, brilho, durabilidade, tratabilidade, resistência 

física e beleza, de grande interesse principalmente na indústria moveleira.15,24,147 

Sua ampla exploração levou à considerável redução das populações existentes e fez 

com que ela fosse considerada como espécie ameaçada de extinção, sendo 

adicionada ao Apêndice II da CITES em 2003.57,148 

4.1 EXPERIMENTAL 

4.1.1 Determinação do teor de extrativos, lignina e holocelulose 

pelos métodos de referência 

As espécies florestais estudadas neste trabalho foram obtidas na Xiloteca do 

Laboratório de Produtos Florestais do Serviço Florestal Brasileiro (LPF/SFB) e as 

análises de extrativos, lignina e holocelulose foram realizadas no laboratório da Área 

de Química, Adesivos e Borracha Natural. 

4.1.1.1 Teor de extrativos 

A metodologia empregada para análise de extrativos seguiu as etapas 

descritas na norma técnica internacional da associação da indústria de papel e 

celulose (TAPPI, do inglês Technical Association of the Pulp and Paper Industry 

T204, “Solvent extractives of wood and pulp”).149 

Primeiramente, balões de extração foram submetidos à secagem em estufa à 

temperatura de 115 °C por duas horas e os mesmos foram levados ao dessecador 

até atingirem temperatura ambiente.  Após esta etapa, os balões foram pesados e 

anotados as massas. As amostras de madeira estudadas foram previamente 

moídas, peneiradas e secas em estufa a 105 °C até peso constante. Após este 
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procedimento, pesou-se em balança analítica com precisão de 0,1 mg três amostras 

autênticas com massa aproximada 2,0 g de cada espécie, e cada uma foi 

acondicionada em casulos de celulose. Cada casulo contendo suas respectivas 

massas foram inseridos nas colunas de extração de Soxhlet, separadamente.149 

Os balões de extração foram preenchidos com aproximadamente 210 mL de 

solução etanol:tolueno (1:2) e logo em seguida foram encaixados em extratores 

Soxhlet e colocados sobre as placas aquecedoras. Cada extração ocorreu por um 

período de aproximadamente quatorze horas. Após a extração, os balões foram 

retirados das colunas e os extratos contidos nestes balões foram submetidos ao 

processo de secagem por duas horas em estufa a 115 °C. Por fim, os balões foram 

retirados da estufa, submetidos à estabilização da temperatura em dessecador e 

pesados em balança analítica com precisão de quatro casas decimais. A 

determinação do teor de extrativos nas espécies do presente estudo foi realizada em 

triplicata. 

O cálculo do teor de extrativos foi realizado utilizando-se Equação 16. 

Ex    
m -m 

m
x  00             Equação 16 

Em que,  

Ex = teor de extrativos em percentual (%);  

m = massa da amostra descontada a umidade (g);  

m1 = massa do balão de extração (g);  

m2 = massa do balão de extração + extratos após secagem a 115°C em estufa por 2 

horas (g). 

4.1.1.2 Teor de lignina insolúvel, solúvel e total 

4.1.1.2.1 Teor de lignina insolúvel 

Para determinação do teor de lignina insolúvel foi utilizado a metodologia 

descrita por Templeton & Ehrman150 em que o pó das amostras das espécies 

estudadas foram inicialmente submetidas à limpeza com etanol e, posteriormente, 

com água quente, além de limpeza inicial com etanol:tolueno. Em seguida, pesou-se 
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0,3000 g diretamente em tubos de ensaio em triplicata para cada espécie. 

Adicionou-se 3 mL de ácido sulfúrico (H2SO4) na concentração de 72 % em cada 

tubo, misturando-os com o auxílio de um bastão de vidro até homogeneização. Os 

tubos de ensaio foram levados ao banho-maria a uma temperatura de 30 °C durante 

2 horas, repetindo-se a homogeneização das amostras com o auxílio de um bastão 

de vidro a cada 15 minutos. Decorridas as 2 horas em banho-maria, transferiu-se o 

conteúdo de cada tubo de ensaio para frascos de vidro individualmente e 

devidamente identificados. Adicionou-se 84 mL de água deionizada em cada frasco 

e estes foram tampados com rolhas de borracha e lacrados com anel de alumínio. 

Em seguida, os frascos foram submetidos a etapa de autoclavagem à temperatura 

de 121 °C por 1 h. Depois de decorrido o ciclo de autoclavagem, os frascos foram 

resfriados à temperatura ambiente. 

Após o resfriamento, os conteúdos de cada frasco de vidro foram 

devidamente filtrados a vácuo em cadinhos filtrantes previamente secos e pesados. 

Ressalta-se que as parcelas líquidas das amostras foram transferidas para 

kitassatos distintos, para posterior análise da lignina solúvel. A parcela de lignina 

insolúvel foi lavada do frasco, visando transferir para cadinhos filtrantes 

(devidamente identificados) qualquer lignina sólida do frasco. Cada cadinho filtrante 

contendo a lignina insolúvel foi submetido ao processo de secagem em estufa a 105 

°C, até a estabilização da massa.  

O cálculo do teor de lignina insolúvel foi realizado utilizando-se a Equação 17. 

 ins    
m -m 

m
x  00                 Equação 17 

Em que,  

Lins = teor de lignina insolúvel em percentual (%);  

m = massa da amostra descontada a umidade (g);  

m1 = massa do cadinho filtrante (g); 

m2 = massa do cadinho filtrante + lignina insolúvel livre de extrativos (g). 

 

4.1.1.2.2 Teor de lignina solúvel 

O teor de lignina solúvel foi determinado conforme metodologia descrita por 

Templeton & Ehrman151 a partir do filtrado obtido de cada replicata na análise de 
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lignina insolúvel. Inicialmente, foi preparado um branco, medindo-se 1 mL de H2SO4 

na concentração de 4 % diluído com água deionizada em balão volumétrico de 10 

mL. O filtrado obtido de cada replicata na análise de lignina insolúvel foi separado 

em kitassatos distintos, e deste filtrado foi retirado uma alíquota de 0,50 mL com 

diluição em água destilada em balões volumétricos de 10 mL, obtendo-se um fator 

de diluição de 20 vezes. O procedimento de diluição resultou em três repetições de 

cada amostra das espécies estudadas. 

Foi utilizado o espectrofotômetro com detecção no comprimento de onda de 

205 nm e cubeta de quartzo de 1 cm de caminho óptico. Inicialmente realizou-se a 

leitura do branco e procedeu-se com a leitura de cada amostra já devidamente 

diluída e anotou-se os valores de absorbâncias obtidos para posterior cálculo da 

lignina solúvel. 

A Equação 18 representa o cálculo utilizado para obtenção do valor de lignina 

solúvel:  

 sol( )
  

 
  0 

 x   x 
  
 000

  

m
x  00

                               Equação 18 

Onde,  

Lsol = teor de lignina solúvel em percentual (%);  

m = massa da amostra descontada a umidade (g);  

A = absorbância lida pelo espectrofotômetro;  

F = fator de diluição. 

4.1.1.2.3 Teor de lignina total 

Por fim, o teor de lignina total foi obtido através do somatório entre a lignina 

insolúvel ( ins) e a solúvel (Lsol), sendo calculado através da Equação 19. 

 

 ignina
total

  ins     sol                     Equação 19 

4.1.1.3 Teor de holocelulose 

A análise de açúcares de cadeia linear de glicose e dos polissacarídeos 

xilose, galactose, arabinose e manose é feita por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) com detector de índice de refração (IR) de acordo com os 
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procedimentos descritos por Kaar et al.152 e Raymond & Ehrman.153 A Tabela 4 

mostra as condições cromatográficas.152–154 

Tabela 4. Condições cromatográficas para determinação da glicose, xilose, 
arabinose, galactose e manose. 

Coluna 

Marca Bio-Rad Aminex HPX-87P  

Tamanho  300 mm 

Diâmetro 7,8 mm 

Temperatura 85°C 

Pré-Coluna 

Marca Carbo-P Bio-Rad 

Tamanho  30 mm 

Diâmetro 4,6 mm 

Temperatura 85°C 

Detector  Índice de Refração 

Análise Cromatográfica 

Tempo de corrida 30 min 

Volume de injeção 50 µL 

 
Fase Móvel 

Água deionizada filtrada em 
membrana de 0,2 µm e 
desgaseificada 

Fluxo 0,6 mL min-1 

 

As amostras para determinação do teor de holocelulose foram provenientes 

do filtrado obtido de cada replicata na análise de lignina insolúvel. Foram retiradas 

alíquotas de 20 mL e transferidas para frascos de polietileno de 30 mL. Realizou-se 

a neutralização com a adição de 1 g de carbonato de cálcio (CaCO3), que foi 

adicionado lentamente com agitação frequente para evitar a formação de espuma. 

Após a neutralização, os frascos foram centrifugados a 200 rpm por 10 minutos. Do 

sobrenadante obtido foi retirado uma alíquota de 5 mL, que foi eluída em coluna de 

troca iônica preenchida com 1,2 mL de resina da marca Bio-Rex 5®, com 

granulometria de 100-200 mesh. 

A análise cromatográfica dos açúcares contou com três amostras distintas, 

sendo cada uma filtrada em duplicata e injetada uma única vez, totalizando seis 

injeções para cada espécie estudada. 

As soluções utilizadas para a construção das curvas analíticas foram 

preparadas com água destilada e balão volumétrico devidamente calibrado a partir 

dos reagentes glicose (99,5 %, Sigma-Aldrich), xilose (99,0 %, Sigma-Aldrich), 

arabinose (99,0 %, Sigma-Aldrich), galactose (99,0 %, Sigma-Aldrich) e manose 
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(99,5 %, Sigma-Aldrich), com concentrações que variaram entre 0,02 mg L-1 à 3,0 

mg L-1, totalizando dez níveis de concentração, conforme descrito na Tabela 5. 

Tabela 5. Níveis de concentrações utilizados para construção das curvas de 
calibração da glicose, xilose, arabinose, galactose e manose. 

Ponto da curva de 
calibração 

Concentração (mg L-1) 

1 0,020 
2 0,040 
3 0,080 
4 0,200 
5 0,400 
6 0,600 
7 0,800 
8 1,000 
9 2,000 

10 3,000 

4.1.2 Preparo das lâminas para análise por espectroscopia Raman 

de imagem 

Os corpos de prova das quatro espécies foram orientados na direção 

transversal, sendo que o estudo foi aplicado nesta superfície. Assim, realizou-se 

cinco cortes com o auxílio de um micrótomo, com dimensões de 1,0 cm x 0,5 cm x 

20 μm de comprimento, largura e espessura para cada espécie (Figura 17 a). 

O segundo procedimento realizado foi submeter todos os cortes à extração 

sequencial utilizando acetona:água (9:1), tolueno: etanol (2:1) e metanol por 30 

minutos, em cada solvente, totalizando 90 minutos de extração, para a remoção dos 

extrativos. Ressalta-se que este processo foi realizado separadamente com cada 

corte de cada espécie estudada (Figura 17 b). Após o processo de extração, os 

cortes foram acondicionados e identificados em vidros de relógio, e submetidos ao 

processo de secagem à temperatura ambiente (Figura 17 c) por 24 hs. Finalizado o 

procedimento de secagem, transferiu-se, separadamente, cada corte para lâminas 

de vidro usados em microscopia e estas foram identificadas (Figura 17 d). Após esta 

etapa, foi selecionado um corte para cada espécie para ser submetido à análise por 

espectroscopia Raman, totalizando uma varredura espectral por espécie. 
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O equipamento utilizado para obtenção dos espectros foi o espectrômetro 

dispersivo Raman In Via Renishaw (Figura 17 e) equipado com detector do tipo 

dispositivo de carga acoplada (CCD, do inglês Charge Coupled Device), e um 

microscópio Leica, com uma objetiva de 20x, usada para focar o laser na amostra. 

Os espectros foram obtidos no modo “Streamline”, laser com potência de 100 %, 

excitação em 785 nm, resolução espectral de 6 cm-1 e tempos de aquisição em torno 

de 15 minutos para cada varredura, em cada espécie. 

Figura 17. Procedimento realizado no preparo das lâminas para análise de 
espectroscopia Raman, (a) cortes micrométricos no plano transversal, (b) processo 
de extração, (c) secagem, (d) lâmina para microscopia e (e) equipamento Raman In 
Via Renishaw utilizado para obtenção dos espectros. 
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4.2 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Neste capítulo, os resultados estão divididos em duas partes. Inicialmente, 

serão apresentados e discutidos os resultados obtidos das análises pelos métodos 

de referência dos componentes químicos: extrativos, lignina e holocelulose. Na 

segunda parte serão apresentados e discutidos os resultados obtidos com a 

aplicação da HIS-Raman. 

4.2.1 Teor de extrativos 

A Tabela 6 apresenta os valores obtidos na análise de extrativos para as 

espécies florestais estudadas. As médias dos teores de extrativos obtidos foram de 

3,2 %, 7,8 %, 7,9 % e 5,7 % para E. grandis, híbrido de E.urophylla x 

E.camaldulensis, E. urophylla e S. macrophylla King, respectivamente. É possível 

observar que o teor de extrativos apresentou uma variação significativa entre as 

espécies estudadas. Essa variação pode ser explicada pelo fato dos extrativos 

consistirem de uma diversidade de compostos químicos presentes na madeira e seu 

teor varia entre espécies, idade, condições de crescimento e também dentro da 

árvore entre alburno e cerne.27 Outra consideração que deve ser feita é com relação 

aos diferentes solventes e misturas que podem ser utilizados na análise e diferentes 

tempos de extração.155
 Portanto, os resultados apresentados na Tabela 6 foram 

considerados como dentro do esperado para estas espécies. Além disso, cabe 

destacar que os métodos empregados para as análises clássicas desta tese são 

validados e aplicados em rotina no Laboratório de Produtos Florestais do Serviço 

Florestal Brasileiro. 

Tabela 6. Teor de extrativos 

 

Teor de extrativos (%) 

Replicata E. grandis 
Híbrido de 

E.urophylla x 
E.camaldulensis 

E. urophylla 
S. macrophylla 

King 

1 3,1 8,0 7,9 5,5 
2 3,2 7,7 7,8 5,8 
3 3,2 7,8 8,0 5,9 

Média 3,2 7,8 7,9 5,7 
Desvio padrão 0,06 0,17 0,10 0,20 
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4.2.2 Teor de lignina insolúvel, solúvel e total 

São apresentados na Tabela 7 os valores encontrados de lignina insolúvel, 

lignina solúvel e lignina total nas espécies abordadas neste estudo, sendo que os 

valores médios do teor de lignina total foram 28,6 %, 28,7 %, 24,7 % e 26,5 % para 

E. grandis, híbrido de E.urophylla x E.camaldulensis, E. urophylla e S. macrophylla 

King, respectivamente. Assim como no caso do teor de extrativos, pode-se observar 

variações entre os teores de lignina obtidos entre as espécies estudadas, sendo que 

essas diferenças também foram consideradas dentro do esperado para estas 

espécies. 

 

Tabela 7. Teor de lignina insolúvel, lignina solúvel e lignina total 

Teor de Lignina Insolúvel (%) 

Replicata E. grandis 
Híbrido de 

E.urophylla x 
E.camaldulensis 

E. urophylla 
S. macrophylla 

King 

1 27,9 26,9 21,1 27,2 

2 25,3 24,4 22,7 24,9 

3 25,5 24,8 23,3 21,1 

Média 26,2 25,4 22,4 24,4 

Desvio padrão 1,49 1,31 1,11 3,11 

Teor de Lignina Solúvel (%) 

Replicata E. grandis 
Híbrido de 

E.urophylla x 
E.camaldulensis 

E. urophylla 
S. macrophylla 

King 

1 2,3 3,4 2,3 2,0 

2 2,4 3,4 2,4 2,0 

3 2,5 3,2 2,2 2,2 

Média 2,4 3,3 2,3 2,1 

Desvio padrão 0,11 0,14 0,13 0,10 

Teor de Lignina Total (%) 

 
 
 
 

Desvio padrão total 

E. grandis 
Híbrido de 

E.urophylla x 
E.camaldulensis 

E. urophylla 
S. macrophylla 

King 

28,6 28,7 24,7 26,5 

1,50 1,33 1,13 3,12 
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4.2.3 Teor de holocelulose 

A maioria dos estudos encontrados na literatura utiliza a metodologia de 

determinação de holocelulose por diferença, subtraindo de 100,0 % os teores 

percentuais de lignina total e cinzas livres de extrativos, denominado como método 

semi-quantitativo. Santana e Okino154 estudaram a composição química de 36 

espécies da Floresta Amazônica Brasileira e descreveram que o método semi-

quantitativo de determinação de holocelulose sempre apresenta valores de lignina 

residual, podendo elevar ou diminuir o teor de holocelulose, e também sugerem a 

utilização da análise cromatográfica para esta determinação. Os teores de 

holocelulose (que representa a associação da celulose com as hemiceluloses) 

obtidos neste estudo são apresentados na Tabela 8, em que as médias encontradas 

foram 58,9 %, 57,3 %, 55,6 % e 57,3 % para E. grandis, híbrido de E.urophylla x 

E.camaldulensis, E. urophylla e S. macrophylla King, respectivamente. 

 

Tabela 8. Teor de holocelulose obtido pela análise cromatográfica. 

 

A categoria das madeiras folhosas, a qual pertencem as espécies estudadas, 

caracteriza-se por apresentar fibras mais curtas, menor teor de lignina e maior teor 

de holoceulose, sendo esta tendência observada nos resultados obtidos.31,156 Os 

teores de holocelulose, lignina e extrativos em madeira descritos na literatura 

apresentam uma variabilidade entre as diferentes espécies e dentro de uma mesma 

espécie. Além disso, é sugerido na literatura que estes parâmetros sejam 

correlacionados com a densidade básica, com o aumento da idade e na amostragem 

Teor de holocelulose (%) 

Replicata E. grandis 
Híbrido de 

E.urophylla x 
E.camaldulensis 

E. urophylla 
S. macrophylla 

King 

1 
60,5 59,5 57,7 57,5 

58,6 56,4 55,3 56,6 

2 
59,1 58,2 54,6 57,2 

59,3 58,0 55,1 57,0 

3 
58,0 55,2 55,4 57,6 

58,0 56,2 55,3 57,6 

Média 58,9 57,3 55,6 57,3 

Desvio Padrão 1,10 1,58 1,12 0,44 
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quanto à posição do disco ao longo do tronco da árvore.31,154,157–159 Novamente, os 

teores estimados foram considerados concordantes com os teores de holoceulose 

esperados para estas espécies. 

4.2.4 Identificação das estruturas anatômicas 

Foi selecionada a região central em cada lâmina que comportava a amostra 

para realização do mapeamento. A Figura 18 representa as fotos obtidas no 

espectrômetro dispersivo Raman In Via Renishaw com o aumento de 20 vezes para 

(a) E. urophylla, (b) híbrido de E.urophylla x E.camaldulensis e (c) S. macrophylla 

King, nas quais é possível visualizar a área de varredura. Ressalta-se que, por falha 

de análise dos dados, não foi obtida a foto do E. grandis, por isso a mesma não foi 

apresentada neste trabalho. 

Figura 18. Fotos obtidas no espectrômetro dispersivo Raman In Via Renishaw com o 
aumento de 20 vezes no plano transversal (a) S. macrophylla King, (b) híbrido de 
E.urophylla x E.camaldulensis e (c) E. urophylla.  
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As estruturas observadas na Figura 18 evidenciam alguns componentes 

anatômicos que podem ser visualizados no plano transversal, sendo os vasos (ou 

poros) que representam pequenos orifícios, as fibras, que formam a parte mais 

escura e os raios que aparecem como linhas estendidas.24 Os cálculos e a 

construção das imagens foram efetuados em ambiente Matlab (versão 7.12 R2011a) 

e as rotinas para a execução do MCR-ALS foram realizadas com o MCR toolbox.160 

Os resultados são apresentados nas próximas seções. 

4.2.5 Pré-processamento dos dados iniciais 

Para a análise da área de varredura espectral ilustradas nas Figuras 18 (a), 

(b), (c) e (d), foi selecionada uma área de 4 mm2 e resolução espectral de 6 cm-1. O 

espectro em cada pixel foi obtido com 1 segundo de exposição na região de número 

de onda de 723 a 1817 cm-1, obtendo-se um total de 3162, 2856, 2530 e 2499 

espectros para o híbrido de E.urophylla x E.camaldulensis, E. grandis, E. urophylla e 

S. macrophylla King, sendo os espectros iniciais apresentados nas Figuras 19 (a), 

(b), (c) e (d) e nas Figuras 20 (a), (b), (c) e (d) são ilustrados os dados espectrais 

após a aplicação do filtro, respectivamente. 
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Figura 19. Espectros Raman iniciais (a) híbrido de E.urophylla x E.camaldulensis, (b) 
E. grandis, (c) E. urophylla e (d) S. macrophylla King. 

Figura 20. Espectros Raman após a aplicação do filtro (a) híbrido de E.urophylla x 
E.camaldulensis, (b) E. grandis, (c) E. urophylla e (d) S. macrophylla King. 
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Observa-se nas Figuras 19 (a, b, c e d) a presença de ruído espectral intenso 

e flutuações na linha de base, sendo que as origens destes fenômenos estão 

associadas ao modo Streamline de aquisição dos dados e à presença de 

fluorescência da amostra. O modo Streamline sincroniza o sinal no detector e produz 

uma grande quantidade de espectros a cada ponto da amostra, obtendo-se uma 

varredura rápida, com tempo de aproximadamente 15 minutos. Porém, devido ao 

menor tempo de exposição e a potência do laser ser dividida, a presença do ruído 

espectral foi intensificada. É importante destacar que tal efeito pode ser minimizado 

com a utilização de um tempo maior de exposição da amostra ao feixe de laser para 

que o efeito do espalhamento Raman se intensifique e se sobressaia ao ruído. 

Contudo, devido a limitações de tempo, esse modo de aquisição não foi utilizado. Na 

tentativa de reduzir o ruído presente nos dados, antes da análise por resolução 

multivariada de curvas (MCR), foi aplicado um filtro (Figuras 20 a, b, c, d) baseado 

na análise de componentes principais (PCA) utilizando 7 componentes, sendo que 

acima de 7, para todas as espécies, os pesos da PCA apresentavam apenas o 

ruído. Ressalta-se que o filtro aplicado é componente do software do equipamento 

utilizado.  

A PCA é comumente aplicada com o objetivo de alcançar o conjunto de 

variáveis que contenha todas as informações com dimensionalidade reduzida, 

proporcionando uma interpretação simplificada. No caso da aplicação de PCA aos 

dados iniciais, o método procurou modelar toda a informação sistemática, com 

combinações lineares dos espectros obtidos, descartando informações irrelevantes 

de forma que apenas a parte mais relevante seja considerada e explicada com 

máximo possível da variância e com o mínimo de componentes principais.107,161,162 

A aplicação do filtro objetivou eliminar os efeitos indesejáveis, tais como o 

ruído proveniente do detector. Além disso, os detectores CCD são altamente 

sensíveis e vulneráveis aos raios cósmicos que atingem a Terra, que são 

interpretados como sinal e denominados como spikes. Os spikes são representados 

como linhas pontiagudas de emissão e são gerados devido à passagem de 

partículas de alta energia através do detector. Estes são totalmente aleatórios e 

geralmente afetam apenas um pixel de cada vez.162–164 Os raios cósmicos foram 

eliminados a partir do filtro do próprio equipamento. 
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Após a aplicação do filtro foi possível visualizar nas Figuras 20 (a, b, c, d) que 

houve a minimização do ruído e ligeira estabilização da linha de base, com 

consequente melhoria da qualidade dos espectros. 

4.2.6 Análise dos dados por MCR-ALS utilizando o espectro 

completo  

Conforme ilustrado na Figura 12, os dados obtidos por espectroscopia de 

imagem encontram-se na forma de um arranjo tridimensional, no qual x e y são as 

dimensões espaciais e a terceira dimensão corresponde aos números de onda dos 

espectros. Para aplicação das ferramentas quimiométricas em imagens espectrais é 

necessário o desdobramento para a construção de uma matriz de dados, que 

contenha duas dimensões: o número de espectros por número de onda (cm-1), 

sendo que esta etapa foi realizada após a correção de spikes e aplicação do filtro 

por PCA. 

A matriz de dados completa foi composta por (espectros x variáveis): 3162 x 

1015, 2856 x 1015, 2530 x 1015 e 2499 x 1015, para o híbrido de E.urophylla x 

E.camaldulensis, E. grandis, E. urophylla e S. macrophylla King, respectivamente. 

Para utilização do MCR-ALS, a primeira etapa é realizada a partir do 

conhecimento dos constituintes da amostra, cuja finalidade é estimar o número de 

componentes a fim de utilizar esta informação na execução do algoritmo ALS e gerar 

as estimativas iniciais. Neste estudo, o primeiro teste utilizado para a seleção do 

número apropriado de componentes presentes na matriz, ou seja, a estimativa do 

posto da matriz foi por meio da porcentagem de variância explicada por 

decomposição em valores singulares (SVD), sendo escolhidos quatro componentes. 

Tal escolha foi motivada a partir da observação dos maiores valores singulares de 

cada componente, pois a partir do quinto, este valor explicava apenas o ruído 

espectral. 

Para a determinação das estimativas iniciais, foi adotada a rotina “pure”, que 

é baseada no algoritmo ALS e que tenta encontrar o espectro mais puro de cada 

componente na matriz.140,141,165,166 Destaca-se que o MCR aplicado à análise de 

imagens busca espectros linearmente independentes e não espectros de 
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substâncias puras, portanto, tudo o que estiver homogêneo na análise por imagens 

irá gerar somente um espectro e será identificado como sendo somente uma 

substância ou componente, ainda que esse espectro seja resultante da mistura de 

dois ou mais espectros de substâncias presentes na madeira. Não obstante, a 

expressão “espectro puro” não se refere a um componente puro, mas sim, a soma 

de componentes que tenham concentrações constantes em determinadas regiões 

da imagem. A Figura 21 ilustra as etapas realizadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Etapas para a realização da análise por MCR-ALS com espectro 
completo. 

Por meio do algoritmo ALS foram recuperados os quatro espectros puros, e a 

restrição utilizada foi a não negatividade da concentração e dos espectros. Ressalta-

se que, devido ao fato dos espectros terem sido utilizados sem a aplicação de 

qualquer pré-processamento, a restrição de não negatividade foi usada tanto do 

perfil espectral como do perfil de concentração. A Figura 22 representa o perfil dos 

quatro espectros recuperados para o híbrido de E.urophylla x E.camaldulensis.  
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Figura 22. Perfil dos espectros recuperados pelo MCR-ALS para a matriz de dados 
espectrais, demonstrando os quatro espectros do híbrido de E.urophylla x 
E.camaldulensis. 
 

A partir da análise da Figura 22 é possível observar que o Componente 1 

apresenta intensidades que se distinguem dos demais componentes e este sinal foi 

atribuído ao espectro da lâmina de vidro que serviu como suporte aos cortes 

micrométricos das espécies estudadas. 

O Componente 2 foi identificado como a lignina devido ao espectro obtido 

apresentar bandas em 1600 cm-1 e 1330 cm-1 (Figura 23). A banda em 1600 cm-1 é 

atribuída ao estiramento simétrico dos aneis aromáticos presentes nos monômeros 

formadores da lignina e representa um sinal comumente usado para sua 

caracterização em espectroscopia Raman.9,146,167–171 A banda em 1330 cm-1 é 

correspondente a vibrações das ligações Aril-OH ou Aril-O-CH3, sendo que estas 

ligações também se fazem presentes nestes monômeros.7,9,171,172 
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Figura 23. Perfil do espectro recuperado pelo MCR-ALS da lignina referente ao 
híbrido de E.urophylla x E.camaldulensis, apresentado como Componente 2 na 
Figura 22. 

 

O Componente 3 foi identificado como interferência de fundo (background), 

relacionado à presença dos extrativos que são responsáveis pela fluorescência da 

amostra (Figura 24). Foi realizado o procedimento para tentar promover a remoção 

dos extrativos nos cortes micrométricos das espécies florestais estudadas com a 

utilização de uma extração sequencial com solvente4 utilizando acetona: água (9:1), 

tolueno: etanol (2:1) e metanol por 30 minutos em cada solvente. A estratégia de 

remoção com solvente se justifica por estes compostos conterem estruturas 

aromáticas que também poderiam contribuir com bandas de absorção em números 

de onda por volta de 1600 cm-1, que é a banda atribuída à lignina4, o que poderia 

levar à sobreposição do sinal nesta região. Além disso, procurou-se minimizar o 

efeito de fluorescência que estes componentes apresentam nos espectros Raman 

quando excitados em comprimentos de onda mais curtos, principalmente na região 

do visível.11,167,173–175 

 

600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000
0.015

0.02

0.025

0.03

0.035

0.04

Número de onda (cm
-1

)

In
te

n
s
id

a
d

e
 (

u
.a

)

1330 cm-1

1600 cm-1



4. Análise exploratória da distribuição de holocelulose e lignina total em diferentes espécies 
de madeira por imagem hiperespectral e espectroscopia Raman  

 

 
  

74 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Perfil do espectro recuperado pelo MCR-ALS da interferência de fundo 
(background) referente ao híbrido de E.urophylla x E.camaldulensis, apresentado 
como Componente 3 na Figura 22. 
 

Por fim, o Componente 4 foi caracterizado como celulose e também foram 

identificadas bandas referentes à hemicelulose. Ressalta-se que no espectro 

Raman, as bandas de celulose e hemicelulose encontram-se sobrepostas devido à 

semelhança estrutural existente entre estes dois compostos. 

O espectro Raman ilustrado na Figura 25 apresentou bandas em 1098 cm-1 e 

1123 cm-1 (estiramento das ligações C-C e C-O presentes na celulose e na 

hemicelulose, respectivamente), 1150 cm-1 (flexão das ligações H-C-H da celulose), 

1378 cm-1 (flexão das ligações H-C-O e H-O-C da celulose) e em 1460 cm-1 (flexão 

das ligações H-C-H e H-O-C).4,9–11,36,142,145,167,168,173 
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Figura 25. Perfil do espectro recuperado pelo MCR-ALS da celulose e hemicelulose 
referente ao híbrido de E.urophylla x E.camaldulensis, apresentado como 
Componente 4 na Figura 22. 

O procedimento de análise dos dados por MCR pela rotina “pure” foi aplicado 

à matriz de dados espectrais da espécie S. macrophylla King, sendo que os 

espectros recuperados apresentaram aspecto semelhante aos obtidos para o híbrido 

de E.urophylla x E.camaldulensis, conforme demonstrado nas Figuras 26 (a, b, c, d), 

que ilustram os quatro espectros recuperados, referentes à lignina, à interferência de 

fundo (background) e à celulose e hemicelulose, respectivamente. 

  

600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000
0.02

0.025

0.03

0.035

0.04

0.045

Número de onda (cm
-1

)

In
te

n
s
id

a
d

e
 (

u
.a

)

1460 cm-1

1378 cm-1

1098 cm-1

1123 cm-1

1150 cm-1



4. Análise exploratória da distribuição de holocelulose e lignina total em diferentes espécies 
de madeira por imagem hiperespectral e espectroscopia Raman  

 

 
  

76 
 

Figura 26. Perfil dos espectros recuperados pelo MCR-ALS para S. macrophylla 
King. (a) quatro espectros, (b) lignina, (c) interferência de fundo (background) e (d) 
celulose e hemicelulose. 

Para o E. grandis e o E. urophylla foi aplicado o mesmo procedimento, porém, 

comparativamente às duas espécies descritas anteriormente, não foram 

identificados de forma clara e nítida as bandas específicas relacionadas à celulose, 

à hemicelulose e à lignina.  

As Figuras 27 e 28 (a, b, c, d) ilustram o perfil dos quatro espectros 

recuperados pelo MCR-ALS, e os espectros referentes à lignina, à interferência de 

fundo e à celulose e hemicelulose para o E. grandis e o E. urophylla, 

respectivamente. Uma possível explicação para este resultado pode ser atribuída à 

fluorescência apresentada por estas espécies, o que não permitiu a obtenção de 

espectros Raman com sinais característicos. 
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Figura 27. Perfil dos espectros recuperados pelo MCR-ALS para o E. grandis (a) 
quatro espectros, (b) lignina, (c) interferência de fundo (background) e (d) celulose e 
hemicelulose. 

Figura 28. Perfil dos espectros recuperados pelo MCR-ALS para o E. urophylla (a) 
quatro espectros, (b) lignina, (c) interferência de fundo (background)  e (d) celulose e 
hemicelulose. 
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Ressalta-se que o conjunto de dados espectrais obtidos para todas as 

espécies estudadas apresentou flutuações na linha de base e alta intensidade de 

ruído. Os espectros recuperados das espécies E. grandis. e E. urophylla podem ter 

sido influenciados por estas variações, as quais produziram uma interferência 

espectral que resultou na deformação das bandas de interesse relativas à celulose, 

à hemicelulose e à lignina, limitando assim, o desempenho do método aplicado.  

4.2.7 Análise dos dados por MCR-ALS com seleção de regiões 

espectrais 

Com o objetivo de melhorar os resultados obtidos por MRC-ALS com espectro 

completo, tentou-se executar o MCR selecionando regiões espectrais, porém, sem 

perder informações. Esta seleção tem como finalidade conduzir os resultados de 

concentrações dos componentes de interesse aos mais próximos dos esperados na 

etapa de construção dos mapas de concentração. Desta forma, selecionou-se a 

região espectral em que foram observadas as bandas específicas que permitiram a 

identificação da celulose, hemicelulose e lignina.  

Foram testados vários intervalos espectrais e a região selecionada foi de 

1203 a 860 cm-1 (301 variáveis) para a matriz de dados da celulose e 1817 a 1544 

cm-1 (275 variáveis) para a matriz de dados da lignina. Esta seleção foi realizada na 

matriz de dados completa, para cada espécie, separadamente. 

A partir do conhecimento obtido na análise por MRC-ALS com espectro 

completo, na qual identificou-se os principais compostos existentes, a etapa seguinte 

consistiu na construção da matriz de dados que representasse as estimativas 

iniciais. Para análise da celulose e hemicelulose, as estimativas iniciais constaram 

de uma matriz que continha o espectro medido no reagente padrão de celulose (99,5 

%, Sigma-Aldrich), o espectro recuperado referente ao background e à interferência 

da lâmina de vidro, os quais foram obtidos na análise por MCR-ALS com a utilização 

do espectro completo. A escolha do número de componentes presentes na matriz 

(estimativa do posto da matriz) foi feita manualmente como 3 componentes e a 

restrição utilizada foi a não negatividade nos perfis de concentração e espectral, 

conforme ilustrado na Figura 29. 
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Figura 29. Etapas para a realização da análise por MCR-ALS com seleção de região 

espectral para determinação da celulose e hemicelulose. 

Para a determinação da lignina, não foi obtido o espectro a partir do reagente 

padrão devido à intensa fluorescência apresentada. Então, a estratégia utilizada 

para a representação das estimativas iniciais aplicada na seleção de região 

espectral foi construir uma matriz com dois componentes: o espectro recuperado 

referente à interferência de fundo (backgroud) e o espectro recuperado referente à 

lignina, obtidos na análise por MCR-ALS com espectro completo. A restrição 

utilizada foi a não negatividade nos perfis de concentração e espectral (Figura 30). 

 

 

 

 

 

 



4. Análise exploratória da distribuição de holocelulose e lignina total em diferentes espécies 
de madeira por imagem hiperespectral e espectroscopia Raman  

 

 
  

80 
 

Figura 30. Etapas para a realização da análise por MCR-ALS com seleção de região 

espectral para determinação de lignina. 

Ressalta-se que as etapas descritas nas Figuras 29 e 30 com seleção da 

região espectral foi realizada para o híbrido de E.urophylla x E.camaldulensis, S. 

macrophylla King, E.grandis e E.urophylla individualmente, a fim adquirir as 

estimativas das intensidades dos espectros em cada pixel para os compostos 

presentes, ou seja, identificar a celulose, hemicelulose e lignina. 

A Figura 31 (a) ilustra a sobreposição do espectro padrão da celulose com 

espectro recuperado deste componente obtido pelo MCR-ALS com seleção de 

região espectral para o híbrido de E.urophylla x E.camaldulensis. É possível 

observar a semelhança entre os mesmos, com a sobreposição das bandas típicas 

referentes à celulose e hemicelulose, conforme já discutido na seção anterior. A 

Figura 31 (b) mostra o espectro recuperado para a lignina, que não consta o 

espectro do padrão, contudo, foi possível identificar uma banda intensa na região do 

número de onda de 1600 cm-1 típica da lignina.4 
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Figura 31. Perfil dos espectros recuperados pelo MCR-ALS do híbrido de E.urophylla 
x E.camaldulensis com seleção da região espectral (a) (-----) padrão de celulose 
(sobreposição), (―) celulose e hemicelulose, (―) interferência de fundo, (―) 
interferência do vidro; (b) (―) lignina e (―) interferência de fundo. 

 
De forma análoga, foi aplicada a mesma rotina de seleção de região espectral 

nas demais espécies estudadas. Para a espécie S. macrophylla King, os perfis 

espectrais obtidos também apresentaram bandas referentes aos compostos de 

interesse, conforme apresentado na Figura 32 (a) que ilustra a sobreposição do 

espectro padrão da celulose com espectro recuperado obtido pelo MCR-ALS e (b) 

que mostra o espectro recuperado para a lignina.  

Figura 32. Perfil dos espectros recuperados pelo MCR-ALS para S. macrophylla 

King com seleção da região espectral (a) (-----) padrão de celulose (sobreposição), 

(―) celulose e hemicelulose, (―) interferência de fundo, (―) interferência do vidro; 

(b) (―) lignina e (―) interferência de fundo. 
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Para o E. grandis e E. urophylla os espectros recuperados são apresentados 

nas Figuras 33 (a e b) e Figuras 34 (a e b), respectivamente.  

Figura 33. Perfil dos espectros recuperados pelo MCR-ALS do E. grandis com 
seleção da região espectral (a) (-----) padrão de celulose (sobreposição), (―) 
celulose e hemicelulose, (―) interferência de fundo, (―) interferência do vidro; (b) 
(―) lignina e (―) interferência de fundo. 

 

Figura 34. Perfil dos espectros recuperados pelo MCR-ALS do E. urophylla com 
seleção da região espectral (a) (-----) padrão de celulose (sobreposição), (―) 
celulose e hemicelulose, (―) interferência de fundo, (―) interferência do vidro; (b) 
(―) lignina e (―) interferência de fundo. 
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Para o E. grandis e E. urophylla, os espectros recuperados da lignina e da 

celulose e hemicelulose apresentaram maiores flutuações na linha de base e alta 

intensidade de ruído, o que impossibilitou a visualização das bandas que 

caracterizam estes compostos. Já para a lignina, a banda em 1600 cm-1 também não 

foi obtida de forma satisfatória. Estas variações prejudicaram o desempenho do 

método MCR-ALS para estas duas espécies. 

4.2.8 Estimativas das concentrações de holocelulose e lignina total 

por MCR-ALS 

Após a análise por MCR-ALS e identificação das bandas referentes à 

holocelulose e lignina total, foram construídos os mapas de concentração destes 

elementos para cada espécie estudada. Estes mapas representam a distribuição 

destes componentes na área da varredura espectral. 

A obtenção das estimativas das concentrações em cada pixel (yi), foi 

realizada a partir da relação direta entre a média da concentração de holocelulose 

(          ) e lignina total (         , obtidas pelo método de referência e a intensidade 

relativa média estimada para cada composto pelo MCR-ALS com seleção da região 

espectral (média da intensidade relativa de todos os pixels do mapa de 

concentração de cada constituinte). Por exemplo, para a intensidade relativa da 

holocelulose em um determinado pixel aqui denominado como i (            ) a 

concentração é obtida pela seguinte equação: 

                                   )/                                                      Equação 20 

Em que: 

            = média de holocelulose obtida pelo método de referência (%), 

            = intensidade relativa de holocelulose no pixel i (u.a), 

           = intensidade relativa média de holocelulose (u.a). 

Ressalta-se que o mesmo procedimento foi aplicado para todos os pixels, ou 

seja, para todo o conjunto espectral. Semelhantemente, para a lignina total, tem-se: 
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                             )/                                                       Equação 21 

          = média de lignina total obtida pelo método de referência (%), 

          = intensidade relativa de holocelulose no pixel i (u.a), 

         = intensidade relativa média de lignina total (u.a). 

Inicialmente, é apresentado na Figura 35 (a), o mapa de intensidade referente 

à lâmina de vidro para o híbrido de E.urophylla x E.camaldulensis. A partir da 

comparação deste mapa com a foto da área de varredura espectral (Figura 18 b), 

observa-se que o ruído espectral (correspondente a toda área em azul) se distingue 

da intensidade do lume do vaso (apresentado em vermelho). O lume do vaso refere-

se ao espaço não preenchido, ou seja, corresponde à lâmina de vidro, sendo esse o 

principal resultado que permitiu a sua identificação. Para a S. macrophylla e 

E.urophylla (Figuras 35 (b) e (c), respectivamente), os mapas são análogos ao 

descrito para o híbrido de E.urophylla x E.camaldulensis. Ressalta-se a semelhança 

das imagens de cada espécie com suas respectivas fotos demonstradas nas Figuras 

18 (a e c). 

Figura 35. Mapa de intensidade relativa atribuído à lâmina de vidro (a) híbrido de 
E.urophylla x E.camaldulensis, (b) S. macrophylla King e (c) E. urophylla. 

Os mapas de concentração e os histogramas da holocelulose e da lignina 

total para o híbrido de E.urophylla x E.camaldulensis são apresentados nas Figuras 
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36 (a, b, c, d), nas quais a unidade encontra-se em percentual, uma vez que a 

concentração média determinada pelo método de referência permite obter a 

estimativa da concentração em cada pixel, conforme descrito nas Equações 20 e 21, 

respectivamente. Ressalta-se que os mapas de concentração do híbrido de 

E.urophylla x E.camaldulensis e para S. macrophylla King foram construídos a partir 

da análise por MCR-ALS com seleção da região espectral.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Mapas de distribuição da concentração e histogramas para o híbrido de 
E.urophylla x E.camaldulensis (a, c) holocelulose, (b, d) lignina total. As barras 
vermelhas representam 1,0 % dos percentis de distribuição 

O mapa de concentração e o histograma para a holocelulose (Figuras 36 a e 

c) apresentam concentrações que variaram entre 9 % a 100 %, estando a 

holocelulose distribuída por toda a área mapeada, com exceção do lume do vaso. 

Considerando o erro experimental, referente à análise por MCR-ALS, as 

concentrações acima de 100 % são obervados em um pequeno número de pixels e 

valores de concentração com 0 % foram observados no lume do vaso. A exclusão 

do percentil de 1,0 % do lado direito do histograma (Figura 36 c), mostram que 

poucos pixels apresentam valores estimados com concentrações acima de 100%. 
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Da mesma forma, com a exclusão dos percentis do lado esquerdo indicou que 

apenas 1,0 % dos valores possuem concentrações em torno de 0 %. Quando 

excluídos os percentis de ambos os lados da distribuição, que correspondem a um 

intervalo de confiança de 98 %, a faixa de concentração para holocelulose foi de 9 % 

a 88 %.  

Para a lignina total, foram observados valores que variaram entre 0,1 % a 

51,0 % na área mapeada (Figura 36 d). Com a exclusão dos percentis, os valores 

variaram entre 5 % a 44 % na maioria dos pixels. Esta faixa pode ser considerada 

satisfatória, devido aos fatores observados nos espectros estimados para 

holocelulose e a lignina, como ruído espectral intenso e também a sobreposição de 

bandas referentes à celulose e hemicelulose. Outro ponto a ser considerado é a 

interferência de fundo (background), que pode ter influenciado para elevar o valor 

dos compostos estudados.  

Para a área mapeada, observa-se a distribuição da holocelulose com maiores 

concentrações nas fibras e nos vasos (poros), enquanto que, para a lignina total, as 

maiores concentrações são observadas nos raios e nas fibras. Esta distribuição 

corrobora com as estruturas anatômicas, pois as fibras correspondem ao tecido de 

preenchimento e sustentação, sendo formadas pela deposição de celulose, 

componentes fibrilares, lignina, hemicelulose. Nos raios é comum haver o acúmulo 

de substâncias como amido e peptídeos. Os vasos são células cilíndricas, dispostas 

umas sobre as outras, formando longos tubos, por onde circula a água com os 

nutrientes. O lume do vaso é a denominação dada ao espaço interno dos elementos 

anatômicos.24 No lume do vaso não foram obtidos pontos com intensidade de sinal 

da concentração em ambos os mapas de distribuição, o que é um resultado 

consistente com o esperado neste estudo, uma vez que, na área de varredura 

espectral obtida para o híbrido de E.urophylla x E.camaldulensis, o lume consiste de 

espaço vazio, ou seja, corresponde à lâmina de vidro. 

As Figuras 37 (a, b, c, d) trazem os mapas de concentração e os histogramas 

da holocelulose e da lignina total para S. macrophylla King. 
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Figura 37. Mapas de distribuição da concentração e histogramas para S. 
macrophylla King (a, c) holocelulose, (b, d) lignina total. As barras vermelhas 
representam 1,0 % dos percentis de distribuição 

A área de varredura contemplou as estruturas anatômicas das fibras, raio e 

lume do vaso. No mapa de distribuição da holocelulose (Figura 37 a) são 

observados teores entre 20 % e acima de 100 %. Para a lignina, o valor mínimo foi 

de 16 % e o máximo de 69 % (Figura 37 b). Com a exclusão dos percentis de cada 

lado dos histogramas (98 % de intervalo de confiança), as faixas de concentração 

foram de 7 % a 109 % e 18 % a 59 % para a holocelulose e lignina total, 

respectivamente. Na região mapeada, a maioria dos pixels apresentaram 

concentrações entre 40 % a 80 % para holocelulose e 20 % a 30 % para lignina total 

nas fibras e nos vasos.  

Com relação ao E. grandis e E. urophylla, esperava-se obter mapas de 

concentrações próximos aos obtidos com o híbrido de E.urophylla x 

E.camaldulensis, por se tratar de espécies de eucalipto e por contemplarem 

estruturas anatômicas semelhantes. Contudo, destaca-se que, devido às 

interferências espectrais identificadas nos espectros recuperados com seleção de 

variáveis da holocelulose e da lignina total, para estas duas espécies os mapas de 
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distribuição da concentração apresentaram o sinal destes componentes com 

maiores variações e menores intensidades, ou ainda, observou-se a sobreposição 

dos sinais. Então, construíram-se as imagens a partir dos espectros recuperados 

obtidos na análise com o espectro completo. Os mapas de concentração com os 

respectivos histogramas para o E. grandis e E. urophylla são apresentados nas 

Figuras 38 e 39, respectivamente. 

Figura 38. Mapas de distribuição da concentração e histogramas para o E. grandis 
(a, c) holocelulose, (b, d) lignina total. As barras vermelhas representam 1,0 % dos 
percentis de distribuição. 

Na Figura 38, referente ao E. grandis, a área de varredura possui as 

estruturas anatômicas fibra, raio e lume do vaso. No mapa de distribuição da 

holocelulose (Figura 38 a) foi possível observar que os teores variaram entre 0 % no 

lume do vaso e acima de 100 % em alguns pixels. Para a lignina total (Figura 38 b) 

também houve a ocorrência de teores acima de 100,0 %. Contudo, com a exclusão 

dos percentis de cada lado dos histogramas, a variação do teor foi entre 12,0 % a 

157 % e 7 % a 85 % para a holocelulose e lignina total, respectivamente. Observa-
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se teores entre 40 % a 80 % e entre 20 % e 40 % nas fibras e nos raios para a 

holocelulose e a lignina total, respectivamente, na maioria dos pixels. 

Figura 39. Mapas de distribuição da concentração e histogramas para o E. urophylla 
(a, c) holocelulose, (b, d) lignina total. As barras vermelhas representam 1,0 % dos 
percentis de distribuição. 

A distribuição do teor de holocelulose (Figura 39 a) para o E. urophylla foi de 

0 % (lume do vaso), com pontos acima de 100,0 %, em analogia com o teor de 

lignina total (Figura 39 b). A partir da exclusão dos percentis, os teores de 

holocelulose e lignina total variaram entre 22 % a 321 % e 7 % a 93 %, 

respectivamente. Ressalta-se que as maiores variações no teor encontram-se 

apenas em alguns pixels localizados na região das fibras. Na maior parte da 

varredura espectral, os pixels apresentaram as concentrações entre 50 % a 100 % e 

20 % a 60 % para holocelulose e lignina total, respectivamente, localizados nas 

fibras. 

As informações obtidas nos mapas de concentração retratam a 

heterogeneidade da distribuição dos componentes químicos estudados, 

característico da madeira, que é um material heterogêneo e que possui diferentes 
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tipos de estruturas anatômicas adaptadas a desempenharem funções específicas e 

sua composição é variável. 

Considerando a discussão anterior das análises dos espectros recuperados 

obtidos para as quatro madeiras estudadas com a utilização da ferramenta 

quimiométrica MCR-ALS e a rotina “pure”, é possível demonstrar que os resultados 

para holocelulose e lignina total apresentam flutuações nos valores de concentração, 

acerca dos valores médios obtidos, conforme ilustrado na Tabela 9. 

Tabela 9. Mínimo, máximo e desvio padrão do teor de holocelulose e lignina obtidos 
nos histogramas do E.grandis, híbrido de E.urophylla x E.camaldulensis, E. urophylla 
e S. macrophylla King, com intervalo de 98 % de confiança. 

Valores para a holocelulose (%) 

 E. grandis 
Híbrido de E.urophylla 

x E.camaldulensis 
E. urophylla 

S. macrophylla 
King 

mínimo 12,1 8,6 22,4 7,0 

máximo 157,5 87,9 321,3 109,4 

desvio padrão 45,5 24,4 92,7 31,6 

Valores para a lignina (%) 

 E. grandis 
Híbrido de 

E.urophylla x 
E.camaldulensis 

E. urophylla 
S. macrophylla 

King 

mínimo 6,6 4,6 7,2 18,3 

máximo 85,6 44,0 93,0 59,1 

desvio padrão 24,7 12,2 26,9 12,5 

 

Observa-se que para S. macrophylla King e o híbrido de E.urophylla x 

E.camaldulensis foram obtidos valores médios com intervalos de variação realistas, 

tendo em vista que eles não extrapolaram significativamente os limites de 0 % a 100 

%. Contudo, para o E. grandis e E. urophylla observou-se valores de porcentagem 

significativamente acima de 100 %, indicando uma falta de exatidão dos resultados, 

que pode ser explicada pelo fato do método de aquisição espectral apresentar 

elevado ruído e grandes flutuações na linha de base. A presença da interferência de 

fundo relativa aos extrativos é um fator que também deve ser levado em 

consideração. Realizou-se o procedimento de remoção destes com extração com 

solvente, todavia, tal procedimento pode não ter sido efetivo para a remoção total e 

valores residuais foram quantificados. Outro aspecto que vale destacar é a 

variabilidade das regiões anatômicas contempladas na varredura espectral, pois 
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numa determinada estrutura podem ser detectadas maiores concentrações de 

holocelulose e lignina total e, em outras, pode ocorrer o inverso. 

4.3 CONCLUSÕES DO CAPÍTULO 

A HIS - Raman em conjunto com MCR-ALS foram utilizadas com sucesso 

para investigar a distribuição de holocelulose e lignina total em três espécies 

diferentes de madeira, E. grandis, E. urophylla e S. macrophylla King e um híbrido 

de E.urophylla x E.camaldulensis. Os espectros Raman recuperados pelo MCR-ALS 

apresentaram sinais característicos da celulose, hemicelulose e lignina, permitindo a 

identificação destes compostos.  

A construção de mapas de concentração possibilitou estimar a distribuição de 

holocelulose e lignina total na área mapeada, em que os valores máximos e mínimos 

para a holocelulose foram 12,1 % a 157,5 %; 8,6 % a 87,9 %; 22,4 % a 321,3 % e 

7,0 % a 109,0 %; e lignina total foram 6,6 % a 85,6 %; 4,6 % a 44,0 %; 7,2 % a 93,0 

% e 18,3 % a 59,1 % para o híbrido de E.urophylla x E.camaldulensis, E. grandis, E. 

urophylla e S. macrophylla King, respectivamente. Os mapas de concentração 

indicaram que as percentagens de holocelulose e lignina total têm boa concordância 

quando comprados com os valores obtidos pelo método de referência. Contudo, as 

variações obtidas acerca dos valores médios esperados foram atribuídas às 

interferências encontradas no conjunto de dados espectral, como ruído intenso e 

flutuações na linha de base, como também, a interferência de fundo, sendo esses 

efeitos muito mais pronunciados para as espécies E. urophylla e E. grandis. 

Os mapas de concentração mostraram que holocelulose e a lignina variam 

entre as regiões anatômicas distintas e concordam com as funções das estruturas 

contempladas na área mapeada. Para a realização da análise exploratória da 

distribuição de holocelulose e lignina total, ficou evidente que a utilização da HIS-

Raman é uma técnica viável e que pode trazer informações importantes para a 

caracterização química das espécies. Apesar do elevado custo de aquisição e 

manutenção do espectrômetro Raman de imagem, deve-se destacar que a 

importância do método proposto está em permitir a caracterização química em 

diferentes espécies florestais, com um curto intervalo de tempo e com o mínimo 

preparo de amostra para esse propósito. 
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CAPÍTULO 5 

Imagem hiperespectral NIRS e MCR-ALS aplicados ao mapeamento 

químico de diferentes espécies de madeira 
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5. IMAGEM HIPERESPECTRAL NIRS E MCR-ALS APLICADOS AO 

MAPEAMENTO QUÍMICO DE DIFERENTES ESPÉCIES DE MADEIRA 

A técnica de imagem hiperespectral por espectroscopia na região do 

infravermelho próximo (HIS-NIRS, do inglês Hyperspectral Image by Near Infrared 

Spectroscopy) caracteriza-se como uma extensão da técnica convencionalmente 

aplicada. A HIS-NIRS fornece informações da distribuição espacial dos 

componentes químicos presentes na área mapeada e a aplicação em análise de 

madeira está diretamente relacionada com a capacidade de fornecer informações 

sobre os principais constituintes da amostra, com destaque para a holocelulose, 

lignina e extrativos. Devido à complexidade e a heterogeneidade da madeira, 

bandas de combinação geralmente encontram-se sobrepostas e são de difícil 

atribuição e identificação. Para solucionar esta limitação, a combinação da HIS-NIRS 

e a quimiometria podem permitir a extração das informações químicas presentes nos 

dados. 

Diante do exposto, a segunda aplicação desta tese consistiu da utilização da 

HIS-NIRS e a ferramenta químiométrica MCR-ALS para o estudo da distribuição de 

holocelulose, lignina total e extrativos nas espécies E. grandis, E. urophylla, S. 

macrophylla King e um híbrido de E. urophylla x E.camaldulensis, sendo estudados 

os planos: transversal que é a representação do corte perpendicular ao eixo do 

tronco da madeira, longitudinal radial que é exposto por meio de um corte paralelo 

aos raios e longitudinal tangencial que representa um corte tangenciando os anéis 

de crescimento ou perpendicular aos raios. 

5.1 EXPERIMENTAL 

5.1.1 Preparo dos corpos de prova para a aplicação da HIS-NIRS  

Foram confeccionados dez corpos de prova com as dimensões de 1,0 cm x 

1,5 cm x 0,5 cm (comprimento x largura x espessura, representado na Figura 40) e, 

com o auxílio de uma lâmina, realizou-se o acabamento das amostras para a 

obtenção de uma superfície lisa nos planos tangencial, transversal e radial.  
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Figura 40. Ilustração dos corpos de prova (a) corte com lâmina, (b) corpo de prova 
com as dimensões 1,0 cm x 1,5 cm x 0,5 cm (comprimento x largura x espessura). 

Após a confecção dos corpos de provas, foram selecionadas as amostras que 

não apresentavam imperfeições. Portanto, para a realização da varredura espectral, 

foi analisado um corpo de prova em cada plano (tangencial, transversal e radial), 

totalizando doze corpos de provas. 

Os espectros NIRS das amostras foram obtidos com a utilização do 

espectrofotômetro modelo Spotligth 400 N acoplado ao sistema de imagem da 

marca PerkinElmer® (Figura 41). Antes de realizar as medidas espectroscópicas, 

fez-se necessária a medida do “branco”, incidindo-se radiação sobre uma peça 

metálica de ouro polido, que representa reflectância próxima de 100 %. Os dados 

espectrais obtidos no modo de reflectância foram convertidos posteriormente para 

log (1/R). 

Cada corpo de prova foi fixado com uma fita dupla face em uma lâmina de 

microscopia e devidamente identificado, para posterior posicionamento no 

equipamento. 
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Figura 41. Spotligth 400 N acoplado ao sistema de imagem da marca PerkinElmer, 
(1) compartimento da óptica do microscópio, (2) posicionador de amostra, (3) 
espectrofotômetro NIRS e (4) controlador de posição.176 

Após o posicionamento da lâmina que continha a amostra no equipamento, os 

espectros foram obtidos em uma área de varredura da amostra com 4 mm2, 

tamanho do pixel de 25 m, 32 varreduras por pixels na faixa espectral de 7800 a 

4000 cm-1, com resolução de 8 cm-1. O total de espectros obtidos por amostra foi 

6400 espectros. O tempo de análise individual para obtenção dos espectros NIRS foi 

de 75 minutos para cada plano. 

Além das análises das amostras, realizou-se a varredura espectral dos 

padrões de celulose e de lignina (marca: Sigma-Aldrich). Neste procedimento foi 

utilizado um porta amostra, no qual adicionou-se, separadamente uma pequena 

quantidade dos padrões, e este foi posicionado no equipamento. A área de 

varredura da celulose e da lignina foi de 0,25 mm2 e tamanho do pixel de 50 m. Foi 

realizada uma varredura na faixa espectral de 7800 a 4000 cm-1, com a resolução de 

8 cm-1, no qual obteve-se um total de 100 espectros da celulose e 100 espectros da 

lignina, separadamente. O tempo de análise individual para obtenção dos espectros 

dos padrões de celulose e lignina foi de 15 minutos, individualmente. 
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5.1.2 Estimativas das concentrações 

Para esta aplicação, foram utilizados os dados obtidos na caracterização 

química descritos nas etapas anteriores. A obtenção das estimativas das 

concentrações em cada pixel para holocelulose e lignina total foi realizada a partir da 

relação direta entre a média da concentração de holocelulose e lignina total, 

representada pelas Equações 20 e 21, respectivamente. O mesmo procedimento foi 

aplicado para todos os pixels, ou seja, para todo o conjunto espectral.  

Neste estudo, também foi avaliado a distribuição dos extrativos, que foi dada 

por: 

                          )/                                                      Equação 22 

         = média dos extrativos obtido pelo método de referência (%), 

         = intensidade relativa dos extrativos no pixel i  (u.a), 

        = intensidade relativa média dos extrativos (u.a). 

5.2 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.2.1 Identificação das estruturas anatômicas 

As fotos da área de varredura espectral, nos planos tangencial, transversal e 

radial com um aumento de 10 x para as quatro espécies estudadas são 

apresentadas nas Figuras 42, 43 e 44, respectivamente. 

No plano tangencial (Figura 42) é possível observar pequenos orifícios que 

representam o “topo dos raios” e também as linhas vasculares e a área com fibras.  
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Figura 42. Fotos do plano tangencial das espécies (a) E. grandis, (b) híbrido de E. 
urophylla x E.camaldulensis, (c) E. urophylla  e (d) S. macrophylla King. 

No plano transversal (Figura 43), os vasos são visíveis como orifícios 

denominados poros, a parte mais escura representa a área com fibras e os raios 

aparecem como linhas estendidas.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 43. Fotos do plano transversal das espécies (a) E. grandis, (b) híbrido de E. 
urophylla x E.camaldulensis, (c) E. urophylla  e (d) S. macrophylla King. 
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No plano radial (Figura 44) os raios são vistos no seu comprimento e ainda é 

possível observar a área com fibras e linhas vasculares. 

 

Figura 44. Fotos do plano radial das espécies (a) E. grandis, (b) híbrido de E. 
urophylla x E.camaldulensis, (c) E. urophylla  e (d) S. macrophylla King. 

É importante destacar que as fotos apresentadas nas Figuras 42, 43 e 44 

foram obtidas diretamente nos corpos de prova. Contudo, não foi possível obter 

amostras perfeitamente planas, resultando em algumas irregularidades das 

superfícies, gerando imagens sem foco. 

5.2.2 Pré-processamento dos dados iniciais 

Antes da realização da análise por MCR-ALS, os dados espectrais iniciais 

foram pré-processados com a aplicação da primeira derivada pelo método de 

Savitzky-Golay, com janela de 15 pontos e polinômio de segunda ordem, na faixa 

espectral de 7800 a 4000 cm-1, com a finalidade de reduzir fontes de variação, como 

o ruído e efeitos de deslocamento de linha de base. As Figuras 45 (a) e (b) 

apresentam os 6400 espectros obtidos para o híbrido de E. urophylla x 

E.camaldulensis no plano radial antes do pré-processamento e depois de aplicar a 

primeira derivada, respectivamente. Os dados espectrais das demais espécies nos 
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três planos analisadas tiveram aspecto semelhante ao apresentado na Figura 45, e 

não serão aqui apresentados. 

Figura 45. Espectros NIRS do híbrido de E. urophylla x E.camaldulensis no plano 
radial (a) antes da aplicação do pré-processamento, (b) após a aplicação da primeira 
derivada. 

O mesmo procedimento foi realizado para os 100 espectros obtidos com o 

padrão da celulose (Figuras 46 a e b) e para o padrão de lignina (Figuras 47 a e b), 

respectivamente. 

Figura 46. Espectros NIRS do padrão de celulose (a) antes da aplicação do pré-
processamento, (b) após a aplicação da primeira derivada. 
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Figura 47. Espectros NIRS do padrão de lignina (a) antes da aplicação do pré-

processamento, (b) após a aplicação da primeira derivada. 

A observação das Figuras 45, 46 e 47 demonstra que a aplicação da primeira 

derivada aos dados iniciais corrige os efeitos aditivos e o deslocamento da linha de 

base. A aplicação deste pré-processamento permitiu uma melhor diferenciação dos 

espectros dos componentes na faixa espectral de 4000 cm-1 a 6000 cm-1, o que 

colaborou com a identificação das bandas específicas da celulose, hemicelulose, 

lignina e extrativos. 

5.2.3 Análise dos dados por MCR-ALS com seleção da região 

espectral 

A partir da visualização dos dados espectrais pré-processados, a faixa 

espectral selecionada para análise por MCR-ALS foi entre 4000 cm-1 a 6000 cm-1 

(551 variáveis). Conforme observado nas Figuras 45, 46 e 47, os espectros NIRS 

para o híbrido de E. urophylla x E.camaldulensis, padrão de celulose e lignina, 

respectivamente, apresentam bandas semelhantes em regiões relativamente 

próximas. Tal fato poderia limitar a convergência do modelo, devido à presença de 

vários constituintes na madeira e de bandas sobrepostas. Para solucionar o 

problema de ambiguidade rotacional, foi adotada a estratégia da matriz aumentada. 

O procedimento foi realizado a partir da inserção dos 100 espectros pré-

processados de celulose e de lignina à matriz de dados dos espectros da espécie 

em questão, resultando numa matriz com total de 6600 espectros, conforme 

ilustrado na Figura 48. Ressalta-se que este procedimento foi realizado para todas 
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as espécies estudadas e teve a finalidade de utilizar a matriz aumentada para 

auxiliar na recuperação dos espectros e na obtenção dos mapas de concentração, 

diminuindo a ambiguidade rotacional, consequentemente, possibilitando obter 

estimativas mais confiáveis. 

 

Figura 48. Representação esquemática do MCR-ALS aplicado aos dados de 
espectroscopia de imagem com matriz aumentada, na qual a cor cinza corresponde 
aos 6400 espectros das espécies estudadas, a cor azul e a cor vermelha 
representam os 100 espectros de celulose e lignina, respectivamente, adicionados à 
matriz. 
 

Para este estudo, a seleção do número apropriado de componentes 

presentes na matriz, ou seja, a estimativa do posto da matriz foi feita por meio da 

porcentagem de variância explicada por decomposição em valores singulares (SVD), 

sendo escolhidos três componentes. Tal escolha foi motivada pela presença dos três 

principais componentes da madeira, ou seja, visou-se obter as estimativas 

referentes à holocelulose, lignina e extrativos. Para determinação das estimativas 

iniciais, foi adotada a rotina “pure”. 

A otimização do modelo pelo algoritmo ALS ocorreu com a utilização da 

restrição de não negatividade apenas no perfil da concentração, porque as 
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derivadas dos espectros (Figuras 45 b, 46 b e 47 b) possuem sinais positivos e 

negativos, e a aplicação desta restrição no perfil espectral impediria a convergência 

do modelo.  

Também foi utilizada a restrição de igualdade no perfil de concentração (do 

inglês equality for concentration proflies), que apresenta seletividade e informações 

de posto local sobre a concentração dos diferentes componentes. Esta restrição é 

utilizada quando se tem conhecimento prévio dos componentes presentes ou 

ausentes na amostra e o algoritmo ALS fornece a estimativa final dos espectros 

puros correspondentes e suas possíveis adaptações a pequenas mudanças 

espectrais em comparação com espectros de referência, o que permite a 

flexibilidade para a otimização do algoritmo ALS.130,141,177,178 A Figura 49 apresenta o 

fluxograma das etapas envolvidas na análise por MCR para a matriz aumentada. 

Figura 49. Etapas para a realização da análise por MCR-ALS com seleção de região 

espectral e matriz aumentada. 
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Por meio do algoritmo ALS foram recuperados os espectros, referentes aos 

principais componentes presentes. Primeiramente, na Figura 50 são apresentados 

os perfis espectrais nos três planos com a identificação de bandas relativas à 

celulose e à hemicelulose, conforme tabelas de atribuições publicadas em trabalhos 

já descritos na literatura.6,14,179–181 

Figura 50. Perfil dos espectros recuperados pelo MCR-ALS da celulose e 
hemicelulose (a) E. grandis, (b) híbrido de E. urophylla x E.camaldulensis, (c) 

E.urophylla, (d) S. macrophylla King, (----) padrão de celulose, (
___

) tangencial, (
___

) 

transversal e (
___

) radial. 
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Os espectros recuperados (Figuras 50 a, b, c, d) apresentam um perfil 

semelhante nos planos tangencial, transversal e radial e a Tabela 10 traz a 

descrição das bandas de combinação observadas na Figura 50. 

Tabela 10. Descrição das bandas observadas na Figura 50. 

 

Com relação à lignina, os espectros recuperados são apresentados na Figura 

51, na qual também foi possível observar bandas semelhantes nos três planos 

estudados e Tabela 11 traz a descrição das bandas de combinação. 

  

Localização da 
banda (cm-1) 

Componente Descrição 

4296 Hemicelulose 
Bandas de combinação de estiramento e 

de deformação das ligações C-H.6 

4435 

Região com a 
ocorrência da 

sobreposição das 
bandas dos principais 

componentes 
presentes na madeira 

Bandas de combinação de estiramento 
das ligações O-H e C-O.6 

4808 Celulose 
Bandas de combinação de estiramento 

das ligações O-H e C-H.6,14 

5236 Hemicelulose 
Bandas de combinação de estiramento 

das ligações C=O.6 
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Figura 51. Perfil dos espectros recuperados pelo MCR-ALS da lignina (a) E. grandis, 
(b) híbrido de E. urophylla x E. camaldulensis, (c) E. urophylla, (d) S. macrophylla 

King, (----) lignina padrão, (
___

) tangencial, (
___

) transversal e (
___

) radial. 
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Tabela 11. Descrição das bandas observadas na Figura 51. 

 

Por fim, para a identificação dos extrativos, os espectros recuperados 

(Figuras 52 a, b, c, d) também apresentaram bandas intensas na faixa espectral 

entre 4000 cm-1 a 6000 cm-1 nos planos tangencial, transversal e radial (Tabela 12). 

  

Localização da 
banda (cm-1) 

Componente Descrição 

4195 Lignina 
Banda de combinação de estiramento 
das ligações C-H, C-O e O-H presente 

nos alcoóis primários.6,14 

4280 Lignina 
Banda de combinação da ligação C-H 

e deformação da ligação C-H2.
6,14

 

4435 

Região com a 
ocorrência da 

sobreposição das 
bandas dos principais 

componentes 
presentes na madeira 

Banda de combinação de estiramento 
das ligações O-H e C-H.6,14 

4696 Lignina e extrativos 
Banda de combinação de deformação 

das ligações C-H e  C=C.6 

5220 Água 
Banda de combinação de estiramento 
assimétrico e deformação da ligação 

O-H.6,14,180,181 

5935 Lignina extrativos 

Banda de combinação de vibração do 
grupo carbonila, acetil carbonila e 
banda de estiramento do primeiro 

sobretom correlacionado ao esqueleto 
aromático da lignina.6,14,179 
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Figura 52. Perfil dos espectros recuperados pelo MCR-ALS dos extrativos (a) E. 
grandis, (b) híbrido de E. urophylla x E. camaldulensis, (c) E. urophylla, (d) S. 

macrophylla King, (----) lignina padrão, (
___

) tangencial, (
___

) transversal e (
___

) 

radial. 
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 Tabela 12. Descrição das bandas observadas na Figura 52. 

 

Observa-se nas Figuras 52 (a, b, c, d) que existe uma variação nos espectros 

recuperados pelo MCR-ALS. Justifica-se esta diferença devido aos extrativos 

compreenderem uma ampla classe de compostos químicos e sua quantidade e 

composição é variável entre diferentes espécies de madeira e também dentro das 

diferentes partes da árvore.  

Conforme demonstrado, os espectros recuperados apresentam inúmeras 

bandas que permitiram a identificação dos principais componentes, sendo ricos em 

informações. Contudo, observa-se que a faixa espectral avaliada apresenta bandas 

muitas vezes sobrepostas, podendo ter ocorrido a mistura dos componentes que 

não puderam ser resolvidos pelo MCR-ALS. 

5.2.4 Estimativas das concentrações de holocelulose, lignina total e 

extrativos por MCR-ALS  

5.2.4.1 E.grandis nos planos tangencial, transversal e radial. 

Depois de realizada a identificação das bandas específicas de celulose, 

hemicelulose, lignina e extrativos, procedeu-se com a obtenção das estimativas das 

concentrações em cada pixel, que foi realizada a partir da relação direta entre a 

média da concentração de holocelulose (celulose + hemicelulose), lignina total e 

extrativos, obtida pelo método de referência (descrito nas seções anteriores) e a 

intensidade relativa média estimada para cada composto pelo MCR-ALS com 

seleção da região espectral (média da intensidade relativa de todos os pixels do 

mapa de concentração de cada constituinte). 

Localização da 
banda (cm-1) 

Componente Descrição 

5051 Água 
Banda de combinação de deformação e 
estiramento das ligações  O-H.6,14,180,181 

5995 Extrativos 
Primeiro sobretom da banda de estiramento 

da ligação C-H presente em aromáticos. 
6,14,179 
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A Figura 53 ilustra os mapas de distribuição das concentrações obtidas pelo 

método MCR-ALS e os histogramas do E. grandis no plano tangencial para (a-d) 

holocelulose, (b-e) lignina e (c-f) extrativos, respectivamente. Foi possível visualizar 

linhas vasculares e as fibras em toda a extensão da área de varredura e os raios são 

observados como pequenos pontos na direção perpendicular. 

Figura 53. Mapas de distribuição da concentração e histogramas para o E. grandis 
no plano tangencial (a, d) holocelulose, (b, e) lignina total e (c, f) extrativos, 
respectivamente. As barras vermelhas representam 0,5 % dos percentis de 
distribuição.  
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As Figuras 53 (a e d) representam o mapa de distribuição para a holocelulose 

e seu respectivo histograma. As porcentagens variaram entre 12 % a 94 %, sendo 

observados nas linhas vasculares os pixels com maiores valores de concentração. 

Com a exclusão do percentil de 0,5 % do lado direito do histograma (Figura 53 d), 

poucos pixels apresentam valores estimados com concentrações em torno de 94 %. 

Da mesma forma, com a exclusão dos percentis do lado esquerdo, apenas 0,5 % 

dos valores possuem concentrações em torno de 12 %. Quando excluídos os 

percentis de ambos os lados da distribuição, os quais correspondem a um intervalo 

de confiança de 99,0 %, a faixa de concentração para a holocelulose foi de 33 % a 

87 %, o que indica que este componente encontra-se distribuído por toda a região 

mapeada. A exclusão dos percentis também foi realizada para a lignina e para os 

extrativos (Figuras 53 e, f), que tiveram faixas de concentrações entre 18 % a 49 % 

e 0,5 % a 9,9 %, respectivamente, na maioria dos pixels. Analogamente à 

holocelulose, estes componentes apresentaram as maiores concentrações nas 

linhas vasculares, que são estruturas anatômicas visualizadas no seu comprimento 

longitudinal.24 

A mesma análise foi realizada para os planos transversal e radial, em que a 

Figuras 54 (a, b, c) e Figuras 55 (a, b, c) representam os mapas de concentração e 

(d,e, f) os histogramas para a holocelulose, lignina e extrativos, respectivamente. 
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Figura 54. Mapas de distribuição da concentração e histogramas para o E. grandis 
no plano transversal (a, d) holocelulose, (b, e) lignina total e (c, f) extrativos, 
respectivamente. As barras vermelhas representam 0,5 % dos percentis de 
distribuição. 

O plano transversal é a direção que proporciona uma maior visibilidade dos 

elementos anatômicos da madeira e nos mapas de concentração obtidos foi possível 

identificar os vasos (poros), as fibras e os raios como linhas estendidas. Os vasos 

são conjuntos (normalmente axiais) de células sobrepostas, formando uma estrutura 

tubiforme contínua, de comprimento indeterminado, que tem por função a condução 

ascendente de líquidos na árvore, e podem encontrar-se vazios ou preenchidos por 

substâncias, inclusive celulose, lignina e extrativos.2,24 As maiores concentrações de 

holocelulose, lignina total e extrativos foram observadas nos vasos, o que corrobora 

com as afirmativas apresentadas. Após a exclusão dos percentis de 0,5 % de cada 

lado nos histogramas, foram obtidas as variações de 30 % a 78,5 %, 19 % a 46,5 % 

e 0,2 % a 9,6 % para holocelulose, lignina e extrativos, respectivamente. Com 

relação à distribuição de holocelulose, observa-se a sua presença em toda a região 

mapeada, com concentração entre 50 % a 70 % nas fibras e nos raios. Da mesma 
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forma, a lignina e os extrativos apresentaram teores entre 20 % a 35 % e de 2 % a 6 

%. Estas observações estabelecem uma concordância com as estruturas 

anatômicas, pois as fibras são definidas como tecido de sustentação e são formadas 

pela deposição de lignina e outras substâncias como a celulose e componentes 

fibrilares e os raios têm a função de reserva de alimentos.24 

 

Figura 55. Mapas de distribuição da concentração e histogramas para o E. grandis 

no plano radial (a, d) holocelulose, (b, e) lignina total e (c, f) extrativos, 

respectivamente. As barras vermelhas representam 0,5 % dos percentis de 

distribuição. 

No plano radial (Figura 55), a área de varredura contemplou as estruturas 

anatômicas dos raios (no sentido do comprimento), as fibras e linhas vasculares. 

Foram observados alguns pixels com valores superiores a 90 %, 45 % e 7 % para 

holocelulose, lignina total e extrativos, respectivamente. Contudo, após a exclusão 

dos percentis de cada lado dos histogramas, os valores de concentração variaram 
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entre 38 % a 78 %, 19 % a 40,5 % e 1,7 % a 4,9 % para um intervalo confiança de 

99 %, respectivamente. 

5.2.4.2 Híbrido de E. urophylla x E. camaldulensis nos planos 

tangencial, transversal e radial. 

Foram realizados os mesmos procedimentos para a construção das imagens 

para o híbrido de E. urophylla x E. camaldulensis nas nos três planos estudados, 

bem como, para o E. urophylla e para o S. macrophylla King, que serão 

apresentados nas seções 5.2.4.3 e 5.2.4.4. A Figura 56 ilustra os mapas de 

distribuição das concentrações obtidos pelo método MCR-ALS e os histogramas do 

híbrido de E. urophylla x E. camaldulensis no plano tangencial para (a, d) 

holocelulose, (b, e) lignina e (c, f) extrativos, respectivamente. 

Figura 56. Mapas de distribuição da concentração e histogramas para o híbrido de 
E. urophylla x E. camaldulensis no plano tangencial (a, d) holocelulose, (b, e) lignina 
total e (c, f) extrativos, respectivamente. As barras vermelhas representam 0,5 % dos 
percentis de distribuição. 
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O mapa de concentração para holocelulose e o histograma (Figuras 56 a, d) 

apresentam valores entre 20 % e superiores a 100 % localizados na linha vascular. 

No entanto, valores acima de 100 % são observados apenas em alguns pixels e com 

a exclusão dos percentis de 0,5 % de cada lado, esta variação passa a ser de 31 % 

a 89 % para a holocelulose. Aspecto similar é visualizado no mapa de concentração 

e histograma para a lignina total (Figuras 57 b, e) e extrativos (Figuras 57 c, f) em 

que houve a variação (após a exclusão dos percentis de 0,5 % de cada lado) de 23 

% a 36 % e 6,3 % a 9,2% para a lignina total e extrativos, respectivamente. Para os 

planos transversal e radial, os mapas de concentração e histogramas são 

apresentados nas Figuras 57 (a, b, c, d, e, f) e 58 (a, b, c, d, e, f), respectivamente. 

Figura 57. Mapas de distribuição da concentração e histogramas para o híbrido de 
E. urophylla x E. camaldulensis no plano transversal (a, d) holocelulose, (b, e) lignina 
total e (c, f) extrativos, respectivamente. As barras vermelhas representam 0,5 % dos 
percentis de distribuição. 
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No plano transversal, os pixels que apresentaram os maiores valores de 

concentração para os componentes estudados estão localizados nos vasos (poros). 

Nas fibras e nos raios tem-se a distribuição em toda área mapeada destes 

componentes, com variações após a exclusão dos percentis de 0,5 % de cada lado 

entre 38 % a 80 %, 17 % a 47 % e 0,5 a 21 % para holocelulose, lignina total e 

extrativos, respectivamente. 

Figura 58. Mapas de distribuição da concentração e histogramas para o híbrido de 
E. urophylla x E. camaldulensis no plano radial (a, d) holocelulose, (b, e) lignina total 
e (c, f) extrativos, respectivamente. As barras vermelhas representam 0,5 % dos 
percentis de distribuição. 

No plano radial, foram observados pixels nas linhas vasculares com valores 

acima de 100 % para holocelulose e lignina total e acima de 20 % para os extrativos. 

Tendo em vista que este plano apresentou as maiores variações em torno dos 

valores quando comparada com os planos tangencial e radial, sugere-se a 

observação da foto da Figura 44 (b), que demonstra a área de varredura espectral. 

Na linha vascular, onde estão localizados os pixels com valores acima de 100 %. Tal 

fato pode ter ocorrido devido ao desvio do foco, causando um erro experimental. 
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Ainda com a exclusão dos percentis (0,5 % de cada lado), a variação do teor para a 

holocelulose, lignina total e extrativos foi de 40 % a 88 %, 4 % a 122 % e 4,8 % a 15 

%, respectivamente. 

5.2.4.3 E.urophylla nos planos tangencial, transversal e radial. 

Os mapas de concentração e os histogramas do E. urophylla no plano 

tangencial para a holocelulose, lignina total e extrativos são apresentados nas 

Figuras 59 (a, d), (b, e) e (c, f), respectivamente. Observa-se que as linhas 

vasculares foram as estruturas que apresentaram pixels com maiores valores de 

concentração, com 90 %, 40 % e 25 % para a holocelulose, lignina total e extrativos, 

respectivamente. 

Figura 59. Mapas de distribuição da concentração e histogramas para o E. urophylla  
no plano tangencial (a, d) holocelulose, (b, e) lignina total e (c, f) extrativos, 
respectivamente. As barras vermelhas representam 0,5 % dos percentis de 
distribuição. 
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Para os três componentes estudados, observa-se a distribuição em toda a 

área mapeada, que contempla as fibras e os raios. Com a exclusão dos percentis 

(0,5 % de cada lado) na maioria dos pixels a variação do teor foi de 36 % a 85 %, 16 

% a 38 % e 1,4 % a 19,5 % para holocelulose, lignina total e extrativos, 

respectivamente. 

Nos planos transversal e radial os mapas de concentração e histogramas são 

ilustrados nas Figuras 60 (a, b, c, d, e, f) e 61 (a, b, c, d, e, f), respectivamente. 

Figura 60. Mapas de distribuição da concentração e histogramas para o E. urophylla  
no plano transversal (a, d) holocelulose, (b, e) lignina total e (c, f) extrativos, 
respectivamente. As barras vermelhas representam 0,5 % dos percentis de 
distribuição. 

No plano transversal, os pixels que apresentaram os maiores valores de 

concentração estão localizados nos vasos (poros) e nas fibras. Após a exclusão dos 

percentis (0,5 % de cada lado), os valores encontrados foram 26 % a 84 %, 14 % a 

37,5 % e 0,5 % a 23 % para holocelulose, lignina total e extrativos, respectivamente. 

Observa-se a distribuição por toda a área mapeada 
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Figura 61. Mapas de distribuição da concentração e histogramas para o E. urophylla  
no plano radial (a, d) holocelulose, (b, e) lignina total e (c, f) extrativos, 
respectivamente. As barras vermelhas representam 0,5 % dos percentis de 
distribuição. 

No plano radial, a holocelulose apresentou pixels com valores de 90 % nas 

linhas vasculares, 60 % para a lignina total e 20 % para os extrativos localizados nas 

fibras. Após a exclusão dos percentis (0,5 % de cada lado), a variação foi de 38,6 % 

a 83 %, 17 % a 37 % e 0,5 % a 14 % para a holocelulose, lignina total e extrativos, 

respectivamente, sendo que houve a distribuição em toda área mapeada. 
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5.2.4.4 S. macrophylla King nos planos tangencial, transversal e 

radial. 

Os mapas de concentração e os histogramas da holocelulose, lignina total e 

extrativos para S. macrophylla King no plano tangencial são apresentados na Figura 

62.  

Figura 62. Mapas de distribuição da concentração e histogramas para S. 
macrophylla King no plano tangencial (a, d) holocelulose, (b, e) lignina total e (c, f) 
extrativos, respectivamente. As barras vermelhas representam 0,5 % dos percentis 
de distribuição. 

O mapa de concentração e o histograma para a holocelulose (Figuras 62 a, d) 

tiveram variações entre 30 % a 110 %. No entanto, as concentrações com valores 

acima de 100 % foram observadas apenas em um pequeno número de pixels. Para 

a lignina e os extrativos, obtiveram-se valores entre 15 % a 50 % e 2 % a 18 %, 

respectivamente, distribuídos nas fibras e nos raios. Com a exclusão do percentil de 

0,5 % em ambos os lados dos histogramas de distribuição (intervalo de confiança de 

99 %), as variações dos teores foram de 30 % a 88 %, 16 % a 40 % e 1 a 11 % para 

holocelulose, lignina total e extrativos, respectivamente. Considerando-se a 
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distribuição na área mapeada, pode-se observar as concentrações mais elevadas 

nas fibras para a holocelulose, lignina total e extrativos. Para o plano transversal e 

radial, os mapas de concentrações e histogramas são apresentados nas Figuras 63 

(a, b, c, d, e, f) e 64 (a, b, c, d, e, f). 

Figura 63. Mapas de distribuição da concentração e histogramas para S. 
macrophylla King no plano transversal (a, d) holocelulose, (b, e) lignina total e (c, f) 
extrativos, respectivamente. As barras vermelhas representam 0,5 % dos percentis 
de distribuição. 

No plano transversal, as maiores concentrações foram observadas nos vasos 

(poros) para a holocelulose, lignina total e extrativos. Após a exclusão dos percentis 

(0,5 % de cada lado), os resultados variaram entre 30 % a 91 %, 14 % a 38 % e 1 % 

a 16 % para a holocelulose, lignina total e extrativos, respectivamente, na maioria 

dos pixels. 
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Figura 64. Mapas de distribuição da concentração e histogramas para S. 
macrophylla King no plano radial (a, d) holocelulose, (b, e) lignina total e (c, f) 
extrativos, respectivamente. As barras vermelhas representam 0,5 % dos percentis 
de distribuição. 

No plano radial, foram observadas as maiores concentrações na linha 

vascular, em que a holocelulose teve valores superiores a 100 %, enquanto que nas 

outras regiões as concentrações variaram entre 40 % e cerca de 100 %. A lignina 

apresentou porcentagens entre 15 % a 45 % nas fibras e nos raios. Para os 

extrativos, as concentrações variaram entre 0 % a 10 % na maior parte da área 

mapeada. Após a exclusão dos percentis de 0,5 % de cada lado do histograma, as 

porcentagens com 99 % de intervalo de confiança foram de 32 % a 88 %, 16 % a 53 

% e 1 % a 12 % para holocelulose, lignina e extrativos, respectivamente. 
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5.2.5 Valores máximos, mínimos e desvio padrão da holocelulose, 

lignina total e extrativos nos planos tangencial, transversal e radial 

As variações acerca dos teores médios de holocelulose, lignina total e 

extrativos que resultam da análise dos histogramas dos mapas de concentração são 

apresentados na Tabela 13. 

 Tabela 13. Valores mínimos, máximos e desvios padrão dos teores de holocelulose,  
lignina total e extrativos obtidos a partir dos histogramas do E. grandis, híbrido de E. 
urophylla x E. camaldulensis, E. urophylla e S. macrophylla King para um intervalo 
de 99 % de confiança. 

 

 

 

 

Valores para a lignina total (%) 

                                             E.grandis 
híbrido de E. 
urophylla x E. 
camaldulensis 

E.urophylla 
S. macrophylla 

King 

Tangencial 

mínimo 18,0 23,1 16,2 15,9 

máximo 49,1 36,1 37,9 40,1 

desvio padrão 9,6 4,12 6,8 7,8 

Transversal 
 

mínimo 18,9 17,3 13,8 14,3 

máximo 46,5 46,9 37,5 38,1 

desvio padrão 8,6 9,2 7,3 7,4 

 
Radial 

mínimo 18,9 4 17,1 16,3 

máximo 40,5 122,3 36,9 52,9 

desvio padrão 8,2 37,6 6,2 11,4 

Valores para a holocelulose (%) 

                                             E.grandis 
híbrido de E. 
urophylla x E. 
camaldulensis 

E.urophylla 
S. macrophylla 

King 

Tangencial 

mínimo 32,7 31,0 36,0 29,9 

máximo 87,3 89,0 85,2 88,0 

desvio padrão 16,9 18,1 15,6 19,2 

Transversal 
 

mínimo 30,5 35,9 26,2 30,2 

máximo 78,5 80,2 83,9 91,2 

desvio padrão 15,0 13,7 17,7 18,9 

Radial 

mínimo 38,6 40,1 38,5 32,1 

máximo 78 88,2 83 89,1 

desvio padrão 12,4 15,1 13,8 17,7 
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Observa-se na Tabela 13 que os valores das concentrações com um intervalo 

de 99 % de confiança apresentam as variações entre os três planos, em que os 

valores mínimos e máximos foram de 29,9 % a 89,0 %, 26,2 % a 91,2 % e 32,1 % a 

89,1 % para a holocelulose; 15,9 % a 49,1 %, 13,8 % a 46,9 % e 4,0 % a 122,3 % 

para a lignina total; 0,4 % a 19,5 %, 0,2 % a 22,9 % e 0,5 % a 15,2 % para os 

extrativos nos planos tangencial, transversal e radial, respectivamente.  

Comparando-se os valores obtidos com a utilização da HIS-NIRS-MCR-ALS, 

houve uma variação acerca dos valores médios obtidos pelos métodos de 

referência, em que estes variaram entre 55,6 % a 58,9 %; 24,7 % a 28,7 %; 3,2 % a 

7,9 % para a holocelulose, lignina total e extrativos, respectivamente. Contudo, com 

a utilização da HIS-NIRS-MCR-ALS avaliou-se as concentrações pixel a pixel, o que 

justifica esta variação. A HIS-NIR-MCRC-ALS difere-se da análise pelos métodos de 

referência, aos quais forneceram uma estimativa global. Além disso, os planos 

tangencial, transversal e radial contemplaram diferentes estruturas anatômicas, em 

que a distribuição de holocelulose, lignina total e extrativos encontram-se 

distribuídas de formas distintas. 

No plano radial para o híbrido de E. urophylla x E. camaldulensis foi 

observado uma variação no valor da lignina total entre 4 % a 122,3 %. Tal fato pode 

ser atribuído à falta de ajuste do foco, o que pode ter contribuído para a dispersão 

do valor da lignina total neste plano.   

Tabela 13 (continuação) 

Valores para extrativos (%) 

                                             E.grandis 
híbrido de E. 
urophylla x E. 
camaldulensis 

E.urophylla 
S. macrophylla 

King 

Tangencial 

mínimo 0,4 6,3 1,4 1,0 

máximo 9,9 9,2 19,5 10,9 

desvio padrão 3,0 1,0 5,6 3,1 

Transversal 
 

mínimo 0,2 0,5 0,5 1,1 

máximo 9,6 20,9 22,9 16,2 

desvio padrão 2,9 6,3 6,9 4,7 

 
Radial 

mínimo 1,7 4,8 0,5 1,2 

máximo 4,9 15,2 13,9 12,1 

desvio padrão 1,1 3,3 4,3 3,5 



5. Imagem hiperespectral NIRS e MCR-ALS aplicados ao mapeamento químico de 
diferentes espécies de madeira  

 

 
  

124 
 

5.3 CONCLUSÕES DO CAPÍTULO 

A HIS - NIRS em conjunto com ferramentas quimiométricas foi utilizada de 

forma eficaz para investigar a distribuição de holocelulose, lignina total e extrativos 

em três espécies diferentes de madeira: E. grandis, E. urophylla, S. macrophylla 

King, e um híbrido de E. urophylla x E. camaldulensis, em três diferentes planos. A 

aplicação do MCR-ALS com matriz aumentada, a partir da utilização dos espectros 

de referência permitiu a recuperação dos sinais para holocelulose, lignina e 

extrativos que apresentaram bandas específicas destes componentes, em 

concordância com diversos estudos encontrados na literatura. Além disso, os perfis 

espectrais obtidos por HIS-NIRS-MCR-ALS apresentaram concordância entre os 

espectros estimados e de referência, indicando uma deconvolução bem sucedida 

pelo MCR-ALS. 

Os mapas de concentração obtidos pelo MCR-ALS possibilitaram estimar a 

distribuição de holocelulose, lignina total e extrativos na área de varredura espectral 

de cada espécie e nos três planos estudados. Os histogramas com o intervalo de 

confiança de 99 % indicaram que as percentagens mínimas e máximas variaram 

entre 26,2 % a 91,2 %; 4 % a 122 %; 0,2 % a 22,9% para holocelulose, lignina total e 

extrativos, respectivamente, sendo que também foram observadas variações das 

concentrações nos planos tangencial, transversal e radial. 

Conclui-se que resultados possuem boa concordância com os valores obtidos 

pelo método de referência. As variações obtidas acerca dos valores médios 

esperados são atribuídas à elevada sobreposição de bandas dos componentes 

estudados, que dificulta a resolução pelo MCR-ALS, e também pela falta de ajuste 

do foco do equipamento na aquisição das imagens na área de varredura espectral. 
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CAPÍTULO 6 

Discriminação de cinco madeiras similares por fluorescência e 

imagens digitais 
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6. DISCRIMINAÇÃO DE CINCO MADEIRAS SIMILARES POR 

FLUORESCÊNCIA E IMAGENS DIGITAIS 

A identificação de espécies florestais está relacionada ao conhecimento das 

suas características, a fim de destinar sua melhor utilização. Além disso, órgãos 

ambientais realizam a identificação como ato fiscalizador, para inibir a exploração 

ilegal e indiscriminada de espécies ameaçadas de extinção, e também daquelas que 

são proibidas à comercialização ou que têm exploração restrita. Dentre as espécies 

enquadradas neste perfil, destaca-se as espécies Swietenia macrophylla King e 

Cedrela odorata L., que estão listadas nos Apêndice II e III da CITES, 

respectivamente.57,59 

Com relação aos métodos de identificação de espécies florestais, a anatomia 

de madeira é o método mais utilizado. Contudo, devido à grande dificuldade de se 

ter profissionais treinados para realizar essa identificação, surge a necessidade do 

desenvolvimento de metodologias alternativas que não envolvam o aspecto 

anatômico e sim, uma medida direta de outra propriedade, como por exemplo, a 

utilização da fluorescência molecular ou espectroscopia no infravermelho próximo. A 

fluorescência molecular de madeiras pode ser observada por um método simples, 

com o uso de câmaras escuras empregando lâmpadas UV, sendo, neste caso, a 

fluorescência avaliada visualmente, ou seja, é julgada através da interpretação de 

cores, que variam de tonalidade, ou até mesmo sem a percepção de uma 

determinada cor. Ressalta-se que a medida de fluorescência varia de espécie para 

espécie e também de acordo com a área amostrada, assim, torna-se necessário o 

desenvolvimento de novas estratégias para melhor avaliação deste parâmetro.  

Neste contexto, o uso de imagens digitais permite avaliar as diferentes 

respostas obtidas nas medidas de fluorescência de madeira, pois ocorre a 

diferenciação adequada das cores e de suas intensidades, proporcionando uma 

alternativa instrumental frente ao uso de espectrofluorímetros. Diante do exposto, a 

terceira aplicação desta tese consistiu na realização da medida de fluorescência 

emitida por cinco espécies de madeira com caracteres similares, Erisma uncinatum 

Warm.(cedrinho), Cedrela odorata (cedro), Micropholis melinoniana (curupixá), 

Eucalyptus grandis Hill ex Maiden e Swietenia macrophylla King (mogno) com o uso 
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de imagens digitais para a formação de histogramas de cores a fim de realizar a 

discriminação destas espécies através da utilização de modelos PLS1-DA. 

6.1 EXPERIMENTAL 

6.1.1 Obtenção e preparo dos corpos de prova  

As espécies utilizadas foram selecionadas de acordo com estudos anteriores 

realizados pela equipe de trabalho do LPF/SFB e Instituto de Química da 

Universidade de Brasília (IQ/UnB).15,16 As amostras de Erisma uncinatum Warm. E 

Swietenia macrophylla King foram identificadas e cedidas pelo LPF/SFB, em que 

cada uma corresponde a uma árvore diferente, de áreas de exploração florestal 

autorizadas. Além disso, a quantidade de Swietenia macrophylla King incluiu 

amostras legais do LPF advindas de tábuas apreendidas no estado do Mato Grosso 

e adquirida no comércio local de Brasília - DF. 

Quanto às amostras de Eucalyptus grandis Hill ex Maiden, Cedrela odorata e 

Micropholis melinoniana, as mesmas foram doadas pelas empresas Juruá Florestal, 

MadeiFlora Empreendimentos Florestais Ind. e Com., Alternativa Comércio de 

Madeiras LTDA, Madeireira Alvorada Brasília LTDA, J B Madeiras ME, que 

disponibilizaram bases de troncos e peças distintas destas espécies, 

respectivamente. 

A partir das amostras obtidas, foram confeccionados corpos de prova com 

medidas de 2x2x2 cm (comprimento x largura x espessura), sendo 110 corpos de 

prova de Cedrela odorata, 97 de Erisma uncinatum Warm., 114 de Micropholis 

melinoniana, 94 de Eucalyptus grandis Hill ex Maiden e 100 de Swietenia 

macrophylla King. O plano transversal de todos os corpos de prova das cinco 

espécies foram lixados com lixas grã 400, 800 e 1200, respectivamente, para a 

obtenção de uma superfície lisa, sem imperfeições, a fim de que as imagens fossem 

tiradas neste plano.  
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6.1.2 Montagem da câmara com a lâmpada ultravioleta e 

microscópio para obtenção das imagens 

A câmara utilizada neste estudo foi desenvolvida com base nas 

recomendações do comitê da Associação Internacional de Anatomistas de Madeira 

(IAWA, do inglês International Association of Wood Anatomists)65 e também no 

modelo de câmara utilizada no LPF/SFB para estudo de fluorescência de madeiras. 

Para a confecção da câmara escura, foi utilizada uma caixa de madeira pintada na 

cor preta onde foram instaladas duas lâmpadas de luz ultravioleta (Marca Philips 

Actinic-BL, TL-D 15W). Foi adaptado um suporte móvel para posicionamento dos 

corpos de prova e juntamente ao suporte foi colocado uma chapa fotográfica a fim 

de eliminar o reflexo proveniente do fundo da câmara. As Figuras 65 (a, b, c, d) 

ilustram os componentes utilizados para a montagem. 

Figura 65. Montagem da câmara para obtenção das imagens (a) suporte para os 
corpos de prova, (b) lâmpadas fluorescentes instaladas na parte superior, (c) fundo 
da câmara com a chapa fotográfica para eliminar o reflexo e (d) montagem final com 
destaque para a parte interna e posicionamento do corpo de prova. 
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A emissão de luz das lâmpadas UV instaladas na câmara foi avaliada a partir 

do espectro da mesma, a partir da observação da banda de emissão máxima no 

comprimento de onda em 368 nm (Figura 66).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 66. Espectro da lâmpada UV com máximo de absorção em 368 nm.  

Para aquisição das imagens dos corpos de prova foi utilizado um microscópio 

digital posicionado dentro da câmara (apresentada na Figura 67), com resolução de 

5 megapixels e zoom óptico de 400 vezes (Figuras 67 a e b). Utilizou-se como filtro, 

uma lente proveniente de um óculos de proteção (Figura 67 c). Antes da sua 

instalação, foi avaliado o espectro de emissão deste filtro, sendo observado que o 

mesmo bloqueou toda a radiação abaixo de 340 nm, que consistia de uma região de 

comprimento de onda que não era de interesse para medida de fluorescência. 

As imagens foram obtidas com o auxílio de um notebook, com intensidade de 

24 bits num sistema RGB (16,8 milhões de cores) e resolução de 300 dpi (pixels por 

polegadas) e estes parâmetros foram fixos para obtenção de todas as imagens no 

formato “.jpg” (Figura 67 d) 
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Figura 67. (a) Aspecto interno da câmara com destaque para o microscópio, 
posicionamento do corpo de prova e as lâmpadas UV, (b) aspecto interno da 
câmara, (c) lente utilizada como filtro e (d) aquisição das imagens. 

As configurações utilizadas para captura das imagens foram obtidas a partir 

do programa MicroCapture_400x. Os parâmetros foram definidos de forma empírica, 

a fim de alcançar uma padronização do balanço das cores RGB. A Figura 68 ilustra 

as propriedades do balanço das propriedades de brilho, contraste, saturação, 

nitidez, gama, proporção de branco, composição de luz de fundo e ganho. Nesta 

etapa, estes valores foram fixados a partir da exposição à luz UV de um pedaço de 

papel com as cores verde, amarelo, rosa e vermelho, em que observou-se a 

diferenciação destas cores. A finalidade desta etapa foi fixar a mesma escala para 

todas as propriedades para obtenção das imagens dos corpos de prova. 
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Figura 68. Configurações utilizadas para padronização das imagens. 

A aquisição das imagens foi realizada com o posicionamento dos corpos de 

prova no suporte (Figura 67 a), focalizadas na face transversal, e as estruturas 

anatômicas visualizadas nesta face foram colocadas no mesmo sentido para todas 

as amostras. Foi obtida uma imagem por corpo de prova distinto, totalizando 110, 

97, 114, 94 e 100 imagens para Erisma uncinatum Warm. (cedrinho), Cedrela 

odorata (cedro), Micropholis melinoniana (curupixá), Eucalyptus grandis Hill ex 

Maiden e Swietenia macrophylla King (mogno), respectivamente. Para cada 

imagem, foi selecionada uma área de 750 x 800 pixels, que representa a parte 

central do corpo de prova. A área selecionada foi posteriormente decomposta em 

histogramas (Figura 69) que foram utilizados para a construção dos modelos PLS1-

DA. 
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Figura 69. Etapas realizadas para decomposição das imagens e construção dos 

modelos PLS1-DA. 

6.1.3 Análise dos dados e etapas para construção dos modelos de 

discriminação 

Para a análise das imagens, utilizou-se o software MATLAB versão 7.12 

(R2011b) e para a construção dos modelos PLS1-DA utilizou-se o pacote PLS 

Toolbox versão 6.5. 

Foram desenvolvidos cinco modelos, cada um tendo a finalidade de 

discriminar uma espécie em relação às outras. Para a construção dos modelos de 

discriminação, as matrizes de dados obtidas a partir dos histogramas de cores de 

cada imagem, que foram ordenadas em blocos e a escolha das amostras para o 

conjunto de treinamento e o conjunto teste foi feita de forma sequencial, o que se 

repetia ao longo da matriz de dados. Desta forma, aproximadamente dois terços das 

amostras foram selecionadas para compor o conjunto de treinamento e um terço das 

amostras para compor o conjunto teste. A Tabela 14 traz o número de amostras 

utilizadas. 

  



6. Discriminação de cinco madeiras similares por fluorescência e imagens digitais  

 

133 
 

Tabela 14. Quantidade de amostras utilizadas nos conjuntos de treinamento e teste 
para a construção dos modelos PLS1-DA 

Espécie 
Número 
total de 

amostras 

Número de 
amostras do 
conjunto de 
treinamento 

Número de 
amostras do 

conjunto teste 

Cedrela odorata 110 70 40 

Erisma uncinatum Warm. 97 60 37 

Micropholis melinoniana 114 74 40 

Eucalyptus grandis Hill ex 
Maiden 

94 60 34 

Swietenia macrophylla King 100 60 40 

 

A primeira etapa realizada para a construção do modelo PLS1-DA consistiu 

na atribuição dos valores de classe de referência ao conjunto de treinamento, ou 

seja, o valor 1 foi atribuído à classe que se deseja discriminar e o valor 0 às demais 

classes. Na etapa seguinte, realizou-se a regressão da matriz de dados X de 

treinamento, que corresponde aos histogramas de cores das imagens, e do vetor y 

de cada classe, sendo obtidos um modelo para cada espécie estudada. 

Para a otimização do conjunto de treinamento, o pré-processamento utilizado 

foi centrar na média, sendo este aplicado em todos os modelos construídos, 

permitindo obter uma melhor separação entre as classes 0 e 1. 

O número de VL foi selecionado a partir da visualização do menor valor de 

RMSECV das amostras do conjunto de treinamento, obtido pela validação cruzada 

pelo método “deixar uma amostra de fora” (do inglês leave one out). Cabe destacar 

que nessa aplicação o método de validação cruzada por venetian blinds seria o mais 

apropriado pelo número de amostras disponível. Contudo a comparação dos 

resultados desses dois métodos para essa aplicação não apresentou diferença 

significativa. Além disso, para a aplicação do PLS1-DA é comum utilizar o erro de 

classificação de validação cruzada (CVCE, do inglês Cross-Validation Classification 

Error) para a escolha das V ’s. Entretanto, devido aos critérios de exclusão de 

outliers adotados nesta tese, utilizou-se os valores de RMSECV para a escolha das 

V ’s. 
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A última etapa realizada no conjunto de treinamento consistiu da detecção e 

exclusão de amostras anômalas (do inglês, outliers) que consistem em amostras 

com alta influência e altos valores de resíduos não modelados na matriz de dados X, 

ou seja, neste estudo, correspondem aos histogramas de cores que apresentaram 

um alto valor de erro da estimativa do valor de classe. 

A detecção e exclusão de outliers foi realizada a partir da rotina desenvolvida 

no trabalho de Martins124 que foi baseada em trabalhos descritos na literatura.117–119. 

Primeiramente, o conjunto de treinamento construído é submetido à exclusão e este 

modelo é reconstruído após a exclusão dos outliers. O modelo reconstruído é 

submetido a uma segunda etapa de exclusão. Neste ponto, se o número de outilers 

excluídos for igual ao identificado na etapa anterior, não é realizada a próxima 

exclusão, e tem-se o modelo final. Caso contrário, o segundo modelo é submetido a 

uma terceira etapa de exclusão e este último modelo é dito modelo final. A Figura 70 

ilustra as etapas envolvidas para a construção dos modelos do conjunto de 

treinamento e detecção de outilers.  

A eficiência de previsão dos modelos de discriminação construídos conforme 

a Figura 70 foi avaliada na etapa de validação, que contou com um terço das 

amostras de cada espécie (Tabela 14). Nesta etapa, os outliers do conjunto teste 

foram excluídos com a aplicação da mesma rotina utilizada no conjunto de 

treinamento, contudo, no conjunto teste, os outliers são excluídos apenas uma vez, 

ou seja, o modelo é construído, os outliers são detectados e excluídos, e por fim, o 

modelo é reconstruído e denominado como modelo final.  
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Figura 70. Etapas realizadas para construção do conjunto de treinamento e detecção 

de outliers. 

6.1.4 Avaliação da repetitividade e precisão intermediária  

A repetitividade, também denominada como “concordância” do método, foi 

avaliada através da obtenção de seis imagens idênticas de três corpos de provas 

distintos das espécies estudadas, ou seja, três amostras autênticas e seis repetições 

das imagens. Estas medidas foram realizadas nas mesmas condições já descritas 

nas etapas anteriores e num curto intervalo de tempo. As imagens obtidas foram 

decompostas em histogramas de cores e inseridas no conjunto teste, para o qual 

também foi realizada a etapa de exclusão de outliers. 

A precisão intermediária ou “acordância” foi avaliada através da obtenção de 

uma imagem de dez corpos de provas distintos de cada espécie estudada. Estas 

imagens foram adquiridas por dois analistas em dias diferentes. As análises das 
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imagens foram realizadas conforme etapas já descritas nas seções anteriores e os 

histogramas de cores foram inseridos no conjunto teste.  

6.2 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

6.2.1 Construção dos modelos de discriminação para Cedrela 

odorata, Erisma uncinatum Warm., Micropholis melinoniana, 

Eucalyptus grandis Hill ex Maiden e Swietenia macrophylla King 

A partir das imagens dos corpos de prova, foram obtidos os histogramas para 

cada espécie estudada, que são ilustrados na Figura 71. 

Figura 71. Ilustração dos histogramas para as espécies Cedrela odorata (cedro), 
Erisma uncinatum Warm.(cedrinho), Micropholis melinoniana (curupixá), 
Eucalyptus grandis Hill ex Maiden e Swietenia macrophylla King (mogno) 

A Figura 71 demonstra que existe uma semelhança entre os histogramas de 

cores das espécies Cedrela odorata (cedro), Erisma uncinatum Warm.(cedrinho), 

Micropholis melinoniana (curupixá), Eucalyptus grandis Hill ex Maiden e Swietenia 

macrophylla King (mogno), o que justifica a utilização da análise multivariada dos 

dados a fim de realizar a discriminação. 
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A construção dos modelos e a detecção de outliers para o conjunto de 

treinamento foi realizada a partir das etapas ilustradas na Figura 70, que contou com 

os parâmetros que são descritos na Tabela 15. Destaca-se a importância da 

detecção e exclusão dos outliers no conjunto de treinamento. Estes são referentes 

ao número de histogramas que apresentaram alta influência e altos resíduos dentro 

do limite de 99,9 % de confiança, e foram excluídos deste conjunto. 

Tabela 15. Parâmetros de discriminação do conjunto de treinamento para as cinco 

espécies estudadas. 

 
Cedrela 
odorata 

Erisma 
uncinatum 

Warm 

Micropholis 
melinoniana 

Eucalyptus 
grandis Hill 
ex Maiden 

Swietenia 
macrophylla 

King 

N° de VL 10 8 8 8 6 

N° de 
outliers do 

conjunto de 
treinamento 

8 5 4 3 6 

RMSEC 0,19 0,11 0,12 0,14 0,14 

RMSECV 0,20 0,13 0,12 0,15 0,15 

LD 0,45 0,39 0,39 0,33 0,32 

VL: variável latente, RMSEC: Raiz quadrada do erro médio quadrático de calibração, RMSECV: raiz 

quadrada do erro médio quadrático de validação cruzada, LD: limite de discriminação. 

Os valores de RMSEC e RMSECV demonstram uma proximidade entre si, ou 

seja, os valores dos erros médios obtidos para as amostras que foram utilizadas na 

etapa de calibração não apresentam diferenças significativas. Entretanto, os valores 

de RMSEC e RMSECV são parâmetros globais que incorporam tanto erros 

sistemáticos quanto aleatórios. Sendo assim, outros indicadores utilizados para 

avaliar a exatidão foram obtidos através das figuras de mérito115,122–124, que serão 

apresentadas a seguir. 

A próxima etapa consistiu na constatação da eficiência da discriminação dos 

modelos construídos, o que foi feito através das amostras do conjunto teste para 

cada espécie (segundo critérios já descritos na Tabela 14). Os gráficos de valores 

previstos apresentados na Figura 72 representam cada modelo, após a exclusão de 

outliers do conjunto de treinamento e teste.  
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Figura 72. Resultados para os conjuntos de treinamento e teste para a discriminação 

de: (a)  Cedrela odorata (cedro) em relação às outras espécies, (b)  Erisma 
uncinatum Warm (cedrinho) em relação às outras espécies, (c)  Micropholis 
melinoniana (curupixá) em relação às outras espécies, (d)  Eucalyptus grandis Hill 
ex Maiden (eucalipto) em relação às outras espécies e (e)  Swietenia macrophylla 
King (mogno) em relação às outras espécies, (– –) limite de discriminação LD. 
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O LD (threshold) tem a função de fornecer um valor que delimita a separação 

das classes e permite a melhor separação, sendo que as amostras com valores 

acima do LD são ditas como pertencentes à classe da espécie a ser discriminada e 

amostras abaixo do LD são classificadas como as demais espécies do modelo. O LD 

(threshold) entre os conjuntos de treinamento e teste foi estabelecido através da 

teoria bayesiana, conforme descrito na seção 3.6.3.2. 

As Figuras 72 (a, b, c, d, e) apresentam os valores previstos das amostras 

para os modelos construídos. A partir da análise dos gráficos, é possível observar 

que a Cedrela odorata, Eucalyptus grandis Hill ex Maiden e Swietenia macrophylla 

King (Figuras 72 a, d, e) apresentaram erros de classificação nos conjuntos de 

treinamento e teste. Para Micropholis melinoniana (Figura 72 c) apresentou erros de 

classificação apenas no conjunto teste, enquanto para a espécie Erisma uncinatum 

Warm (Figura 72 b) não foram observados erros de classificação.  

As figuras de mérito apresentadas na Tabela 16 corroboram com as 

afirmativas referentes aos erros de classificação obtidos nos modelos das espécies 

Cedrela odorata (cedro), Micropholis melinoniana (curupixá), Eucalyptus grandis Hill 

ex Maiden (eucalipto) e Swietenia macrophylla King (mogno). É importante destacar 

que o número de outliers do conjunto teste apresentado na Tabela 16 está 

distribuído em todas as classes, e não apenas na classe discriminada. 

 Tabela 16. Erros médios, outliers e figuras de mérito do conjunto teste. 

Erro médio, 
outliers e figuras 

de mérito 

Espécies 

Cedrela 
odorata 

Erisma 
uncinatum 

Warm 

Micropholis 
melinoniana 

Eucalyptus 
grandis Hill 
ex Maiden 

Swietenia 
macrophylla 

King 

RMSEP 0,26 0,13 0,24 0,19 0,18 

N° de outliers do 
conjunto teste 

14 5 8 7 3 

Número de FP 16 0 7 1 6 

Número de FN 0 0 4 5 0 

Número de VP 40 36 34 27 40 

Número de VN 121 150 138 151 142 

Taxa de Falso 
Positivo (%) 

11,7 0 4,8 0,7 4,0 

Taxa de Falso 
Negativo (%) 

0 0 10,5 15,6 0 
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RMSEP: raiz quadrada do erro médio quadrático de previsão, FP: falso positivo, FN: falso negativo, 

VP: verdadeiro positivo, VN: verdadeiro negativo. 

As figuras de mérito possibilitaram avaliar a capacidade de previsão do 

modelo, atestando a qualidade da previsão. Os modelos para Cedrela odorata 

(cedro), Micropholis melinoniana (curupixá), Eucalyptus grandis Hill ex Maiden 

(eucalipto) e Swietenia macrophylla King (mogno) apresentaram taxas de eficiência 

de classificação de 88,3 %, 85,7 %, 83,7 % e 95,9 %, respectivamente, enquanto o 

Erisma uncinatum Warm (cedrinho) teve 100 % de classificação correta das 

amostras. 

Foram realizados testes no plano tangencial, contudo, não foram obtidos 

modelos que possibilitassem a separação eficiente entre as classes. Na tentativa de 

melhorar a eficiência dos modelos de regressão, foi realizado a seleção de variáveis 

com a aplicação do algoritmo de seleção de preditores ordenados (OPS, do inglês 

ordered predictors selection)182, porém, não foram obtidos resultados satisfatórios 

com a aplicação do algoritmo OPS. Portanto, estes resultados não serão 

apresentados nesta tese. 

6.2.2 Repetitividade e precisão intermediária dos modelos de 

discriminação 

A repetitividade ou concordância (Tabela 17) foi avaliada através dos valores 

de classe preditos pertencentes à classe 1. Esta etapa teve como objetivo 

representar se há concordância entre os resultados das leituras de modo sucessivo. 

Tabela 17. Valor de classe para a avaliação da repetitividade. 

Espécie Valor médio da classe 

Cedrela odorata 0,78 

Erisma uncinatum Warm 0,93 

Micropholis melinoniana 0,78 

Eucalyptus grandis Hill ex Maiden 0,59 

Swietenia macrophylla King 0,91 

Tabela 16. Continuação 

Especificidade 0,88 1 0,95 0,99 0,96 

Seletividade 1 1 0,89 0,84 1 

Taxa de 
Eficiência (%) 

88,3 100 85,7 83,7 95,9 
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A Tabela 17 demonstra que os valores médios de classe preditos variaram 

entre as espécies, o que corrobora com as afirmativas já apresentadas sobre os 

erros de classificação obtidos nos modelos. Constata-se que para a espécie Erisma 

uncinatum Warm (cedrinho) e Swietenia macrophylla King (mogno) foram obtidos 

valores de classe de 0,93 e 0,91, respectivamente, sendo que estas duas espécies 

foram as que obtiveram o valor mais próximo de 1. Em contrapartida, as espécies 

Cedrela odorata (cedro) e Micropholis melinoniana (curupixá) tiveram valores médios 

de classe de 0,78 e Eucalyptus grandis Hill ex Maiden com 0,59, sendo que estas 

espécies foram as que mais se distanciaram dos valores preditos pertencentes à 

classe 1. 

Foram observadas variações dos resultados obtidos para avaliação da 

precisão intermediária (Tabela 18) quando comparadas com as figuras de mérito 

obtidas na construção dos modelos (apresentadas na Tabela 16).  

Tabela 18. Figuras de mérito para a avaliação da precisão intermediária. 

Figuras de Mérito 

Espécies 

Cedrela 
odorata 

Erisma 
uncinatum 

Warm 

Micropholis 
melinoniana 

Eucalyptus 
grandis Hill 
ex Maiden 

Swietenia 
macrophylla 

King 

Taxa de Falso 
Positivo (%) 

12,6 0 4,5 1,8 7,4 

Taxa de Falso 
Negativo (%) 

5 1,89 10,34 9,61 0 

Especificidade 0,87 1 0,96 0,98 0,93 

Seletividade 0,95 0,98 0,90 0,90 1 

Taxa de Eficiência 
(%) 

82,4 98,1 85,1 88,6 92,6 

Média dos valores 
de classe 1 

0,73 0,9 0,69 0,69 0,93 

Média dos valores 
de classe 0 

0,34 0,42 0,27 0,14 0,25 

 

As taxas de eficiência observadas na Tabela 18 foram de 82,4 %, 98,1 %, 

85,1%; 88,6 % e 92,6 % para Cedrela odorata, Erisma uncinatum Warm, Micropholis 

melinoniana, Eucalyptus grandis Hill ex Maiden e Swietenia macrophylla King, 

respectivamente, em que não foram observadas grandes variações entre as taxas 
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de eficiência quando comparadas com as obtidas na Tabela 16, que foram de 88,3 

%, 100 %,85,7 %, 83,7 % e 95,9 %, para estas espécies, respectivamente. 

Destaca-se os valores obtidos das médias das amostras pertencentes à 

classe 1 e à classe 0, para as quais novamente são retratadas as tendências 

observadas na construção dos modelos de discriminação. Contudo, considera-se 

que o método é preciso ou robusto à variação entre analistas, devido às figuras de 

mérito calculadas (Tabela 18) apresentarem coerência entre as avaliações aqui 

apresentadas. 

6.3 CONCLUSÕES DO CAPÍTULO 

Com a aplicação da medida de fluorescência através da utilização de 

lâmpada UV, câmara escura e imagem digital, foi possível obter os histogramas de 

cores de cinco espécies de madeira, Cedrela odorata (cedro), Erisma uncinatum 

Warm.(cedrinho), Micropholis melinoniana (curupixá), Eucalyptus grandis Hill ex 

Maiden e Swietenia macrophylla King (mogno). A conversão das imagens em 

histogramas de cores e a construção dos modelos de discriminação com a utilização 

da análise discriminante por mínimos quadrados parciais (PLS1-DA) possibilitou 

construir os modelos e avaliar a discriminação destas espécies. 

Os modelos obtidos apresentaram eficiência de classificação de 88,32 %, 

85,65 %, 83,72 % e 95,95 % para Cedrela odorata (cedro), Micropholis melinoniana 

(curupixá), Eucalyptus grandis Hill ex Maiden e Swietenia macrophylla King (mogno), 

respectivamente, enquanto a Erisma uncinatum Warm. (cedrinho) teve 100 % de 

classificação correta das amostras. Foram observados poucos erros de classificação 

no conjunto de treinamento e conjunto teste, sendo que estes erros foram atribuídos 

à eventual variação das imagens. 

Foi avaliada a precisão do método através da medida da repetitividade e da 

precisão intermediária. Os valores de classe e as figuras de mérito, respectivamente, 

demonstraram que a metodologia empregada não apresentou grandes variações 

nestes parâmetros, o que leva a concluir que esta técnica possui robustez para 

discriminação das espécies de madeira aqui estudadas, no que diz respeito à 

variação entre diferentes analistas e à variação temporal. 
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O presente estudo realizado com a aplicação de fluorescência molecular em 

conjunto com PLS1-DA demonstrou-se promissor para a discriminação, sob 

condições laboratoriais controladas. Contudo, para aplicação deste método em 

campo, ainda faz-se necessário a avaliação da influência de fatores externos que 

podem ocasionar mudanças na medida da fluorescência, como variações de 

temperatura e umidade. Entretanto, mesmo com os erros de classificação 

observados, os resultados foram satisfatórios, o que caracteriza a utilização da 

fluorescência e imagens digitais como uma técnica promissora para este fim. 
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7. CONCLUSÕES GERAIS 

 

As técnicas de imagem hiperespectral Raman (HIS-Raman) e NIRS (HIS-

NIRS), respectivamente, combinadas à resolução multivariada de curvas (MCR-ALS) 

trouxeram como resultados o mapeamento dos principais constituintes químicos 

presentes na madeira de E. grandis, E. urophylla e um híbrido de E. urophylla x 

E.camaldulensis e Swietenia macrophylla King (mogno). A HIS-Raman-MCR-ALS 

mostrou que as concentrações de holocelulose e lignina total variaram em diferentes 

regiões anatômicas no plano transversal, sendo que os resultados foram avaliados a 

partir da construção de mapas de concentrações e histogramas. A análise 

exploratória desta distribuição proporcionou quantificar os constituintes químicos e 

os resultados apresentados foram coerentes com as análises globais obtidas pelos 

métodos de referência.   

A HIS-NIRS-MCR-ALS também proporcionou a construção de mapas de 

concentrações e histogramas de holocelulose, lignina total e dos extrativos. As 

análises em nos planos tangencial, transversal e radial revelaram estruturas 

anatômicas com concentrações de seus constituintes coerentes com as funções que 

estas estruturas desempenham na madeira. Portanto, a utilização da HIS-Raman-

MCR-ALS e HIS-NIRS-MCR-ALS, resultaram na obtenção de informações acerca 

das distribuições espaciais em diferentes planos e estruturas anatômicas dos 

constituintes presentes nas espécies florestais estudadas obtidos de forma direta, 

concluindo-se que o desenvolvimento desta metodologia proporcionou realizar com 

sucesso a caracterização química.  

Ao realizar uma comparação entre HIS-Raman e HIS-NIRS, algumas 

características de ambas as técnicas devem ser levadas em consideração. A HIS-

Raman forneceu sinais dos componentes específicos em madeira, como a celulose, 

hemicelulose e lignina, com menor sobreposição de sinais quando comparados com 

a HIS-NIRS. Tal vantagem possibilitou a atribuição dos grupos químicos, mesmo 

sem possuir o espectro inicial de todos os componentes para fins de comparação. 

Além disso, amostras biológicas como a madeira não apresentaram sinal de 

espalhamento Raman referente à água e, portanto, esse componente não interfere 
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na análise. Todavia, a técnica apresentou a desvantagem da alta interferência da 

fluorescência proveniente dos extrativos presentes na madeira, o que resultou na 

impossibilidade de avaliação destes componentes. Outra desvantagem detectada foi 

o ruído intenso proveniente do método de aquisição espectral. 

A HIS-NIRS tem a característica de ser eficaz para a aplicação em análise de 

madeira, em que os sobretons e bandas de combinação observadas na região do 

infravermelho próximo estão presentes nas moléculas dos constituintes da madeira, 

como celulose, hemicelulose, lignina e extrativos, o que remete à aquisição de 

espectros típicos destes constituintes. Os espectros obtidos neste estudo 

apresentaram baixo ruído espectral e linha de base sem flutuações significativas. A 

desvantagem da técnica está na elevada sobreposição das bandas, que apresentam 

bandas de combinação em regiões muito próximas e também, da intensidade da 

banda relativa à ligação O-H presente na molécula de água. Contudo, a HIS-NIRS 

se mostrou uma técnica eficiente para caracterizar a composição química da 

madeira utilizando MCR-ALS. 

A última aplicação desta tese foi direcionada ao estudo de imagens digitais 

combinada à técnica de fluorescência molecular e análise por PLS1-DA para 

discriminação das espécies de madeira com caracteres similares. As eficiências de 

classificação obtidas foram de 88,32 %, 85,65 %, 83,72 % e 95,95 % para as 

espécies Cedrela odorata (cedro), Micropholis melinoniana (curupixá), Eucalyptus 

grandis Hill ex Maiden e Swietenia macrophylla King (mogno) respectivamente, 

enquanto a Erisma uncinatum Warm. (cedrinho) teve 100 % de classificação correta 

das amostras.  
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Portanto, a utilização de imagens digitais e fluorescência para a discriminação 

destas espécies de madeira demonstrou ser uma técnica promissora, frente às 

técnicas já descritas na literatura, como a NIRS.  A fluorescência molecular pode ser 

mais amplamente explorada com o uso de diferentes instrumentos de aquisição de 

imagens e ferramentas quimiométricas aplicadas para a análise dos dados.  

Por fim, almeja-se que a presente tese possa trazer novas perspectivas frente 

à utilização da espectroscopia de imagem e quimiometria como técnicas analíticas 

aplicadas a materiais complexos, tais quais a madeira, com o intuito de maximizar de 

forma direta a caracterização química dos mais diversos tipos de materiais. A análise 

de imagens digitais e fluorescência aplicada à madeira é um campo a ser explorado 

e traz a vantagem da utilização de instrumentos de baixo custo para aquisição de 

imagens, quando comparados aos custos relacionados à um espectrofluorímetro. 
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