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RESUMO

A aplicacdo de métodos espectroscopicos tem demonstrado um grande potencial
para caracterizacdo, quantificacdo e classificagdo. Contudo, ainda sdo necessarios
trabalhos que investiguem a utilizacdo destas técnicas aliadas a quimiometria e a
analise de imagens para a obtencdo de informacdes sobre a estrutura quimica com
resolucdo espacial. Neste sentido, na primeira aplicagdo 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 hibrido de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
camaldulensis e Swietenia macrophylla King, sendo construidos mapas de
concentracdo com a utilizagdo da ferramenta quimiométrica Resolugdo Multivariada
de Curvas com Minimos Quadrados Alternantes (MCR-ALS), destacando a
homogeneidade e a distribuicdo da holocelulose e da lignina total nas diferentes
estruturas anatdomicas presentes no plano transversal. Como resultado, os mapas de
concentragcdo foram coerentes com as interpretacfes esperadas para as estruturas
anatbmicas observadas nas imagens. Contudo, ndo foi possivel a avaliagdo dos
extrativos devido a sua fluorescéncia. Na segunda aplicacdo, a distribuicdo de
holocelulose, lignina total e extrativos foi estudada nestas espécies com a utilizagéo
da imagem hiperespectral e espectroscopia no infravermelho proximo e MCR-ALS
nos planos tangencial, transversal e radial, e um estudo mais detalhado da
distribuicdo dos constituintes com a construcdo de mapas de concentracao
demonstrou a distribuicdo espacial destes compostos em diferentes estruturas
anatdémicas a nivel microscépico. Os resultados foram mais precisos e concordantes
com o esperado, quando comparados aos resultados obtidos com a espectroscopia
Raman, além de ser possivel estimar a concentracdo de extrativos. Na terceira
aplicacdo, foram desenvolvidos modelos de discriminacao 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 fluorescéncia em imagens digitais para a obtencao de
histogramas de frequéncia RGB gerados a partir das fotos dos corpos de prova de
cada espécie no plano transversal. Foram construidos modelos com a analise
discriminante por minimos quadrados parciais (PLS1-DA) e foi possivel 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. Introducéo e Objetivos

1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 INTRODUCAO

Em andlise quimica, varias etapas sdo necessarias, desde a amostragem,
preparo de amostra até a selecdo do método e anélise dos resultados obtidos. E
importante ressaltar que para o preparo de amostra pode ser necessaria a aplicacao
de técnicas de extracdo ou separacao, que requerem a destruicdo da amostra para
gue se tenha o analito em uma forma fisicamente detectavel pela técnica

instrumental utilizada.

Técnicas analiticas ndo destrutivas, com o emprego de nenhum ou de um
minimo preparo, tém se destacado por poupar tempo e custos e ainda preservar as
propriedades fisicas e quimicas da amostra e as técnicas espectroscopicas

satisfazem estas caracteristicas.

A espectroscopia vibracional estuda 0s movimentos rotovibracionais das
moléculas na forma da espectroscopia de absorcdo na regido espectral do
infravermelho (IR) e espectroscopia Raman. A absorcdo da radiacdo IR por uma
molécula requer que ocorra uma mudanca em seu momento de dipolo permanente
na medida que ocorrem seus movimentos de rotacdo e/ou vibracdo. A
espectroscopia Raman € baseada no espalhamento inelastico da radiacdo que
interage com a molécula e as frequéncias vibracionais sdo determinadas pelas
diferencas entre a frequéncia da radiacdo espalhada e da radiacéo incidente. Como
resultado da espectroscopia vibracional tem-se sinais oriundos das vibracdes
moleculares de grupos funcionais pertencentes aos componentes presentes na
amostra, sendo assim, a informacdo espectral obtida pode ser utilizada para prever
a sua identificacdo, caracterizacdo e a quantificacdo dos compostos quimicos

presentes a partir de analises rapidas e néo destrutivas.®

A madeira é produzida pelas arvores e pode ser definida como um conjunto
heterogéneo de diferentes tipos de células com propriedades especificas para
desempenharem as fun¢des de conducédo de liquidos, armazenamento e transporte
de substancias nutritivas e sustentacdo do vegetal.? Com relacdo & composicdo
guimica da parede celular da madeira, esta é basicamente composta por celulose,

hemicelulose e lignina. Além destas substancias, existem 0s componentes
2
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denominados de extrativos que ndo fazem parte da parede celular.®> Com relacéo as
técnicas aplicadas para determinacdo destes componentes, a espectroscopia
Raman, oferece seletividade quimica e é utilizada na investigacdo da distribuicdo de

celulose, hemicelulose e lignina.**

Complementarmente, a espectroscopia no infravermelho proximo (NIRS, do
inglés Near Infrared Spectroscopy) oferece a obtengcdo de espectros com rapidez,
reprodutibilidade e de forma nédo destrutiva. Portanto, a NIRS tem grande potencial
para aplicacdes em andlise de madeira, pois esta regido € rica em informacdes
relacionadas aos grupos funcionais presentes na estrutura molecular dos seus

principais constituintes.®

Novas possibilidades para a aplicacdo de caracterizacdo de materiais de
diferentes areas tecnoldgicas estdo na utilizacdo da extensdo da espectroscopia
convencional, denominada espectroscopia de imagem (ou imagem hiperespectral),
gue consiste na medida de um espectro completo por unidade de superficie da
amostra, sendo esta unidade definida como pixel. Os resultados sdo visualizados
como um arranjo tridimensional, em que seleciona-se uma area da amostra, com
dimensdes espaciais x e y e, a terceira dimenséo consiste nos niumeros de onda ou

comprimentos de onda provenientes dos espectros.

Enquanto que em uma analise classica obtém-se a composicdo média do
analito de interesse, a espectroscopia de imagem permite obter informacfes
referentes a distribuicdo espacial dos constituintes presentes, gerando uma grande
guantidade de dados, que devem ser tratados por ferramentas matematicas
adequadas. Assim, a espectroscopia de imagem Raman e NIRS juntamente com a
utilizacdo de ferramentas quimiométricas permitem a interpretacdo das diferentes

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

8 4,9-11

A espectroscopia Raman’® aliada & imagem € reportada na literatura

como uma técnica eficaz aplicada na investigacdo dos constituintes da parede
celular em espécies de madeira. Com relagéo a utilizacdo da NIRS, esta tem grande

importancia no que diz respeito & descricdo da estrutura molecular®, previsdo das

propriedades quimicas e mecanicas'®*** e para a discriminacéo e identificacdo de
diferentes espécies produtoras de madeira.*>*®
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Além da NIRS, a andlise por fluorescéncia é uma técnica capaz de oferecer a

1719 A analise por fluorescéncia consiste

identificac&o e a discriminacédo de madeiras.
num método qualitativo, direto e ndo destrutivo e segue basicamente duas formas de
medida. A primeira consiste na exposicdo da espécie de madeira a luz ultravioleta
(UV), com a utilizacéo de lampadas UV com comprimento de onda em 365 nm em
uma camara escura. A identificacdo é estabelecida nas espécies florestais que
apresentam fluorescéncia de sua madeira ao emitirem luz visivel quando iluminadas
por luz UV. A observacdo da fluorescéncia ocorre pela avaliacdo visual da

intensidade de cor.?® A segunda é com a utilizacdo de espectrofluorimetros.

Neste contexto, a analise de fluorescéncia como avaliacdo visual pode ser
melhor explorada com a utilizagdo de imagens digitais. As cores visiveis séo obtidas
através da combinacdo das imagens em trés 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 inglés Red, Green, Blue).” Para a extracdo das informacées que
sejam capazes de estabelecer critérios de identificacdo, sdo necessarias a utilizacao
de ferramentas matematicas, com o emprego de analise multivariada de imagens

(MIA, do inglés Multivariate Image Analysis).?

A tese foi dividida em oito capitulos, em que apos esta introducéo e objetivos,
sdo apresentados a revisdo bibliografica e uma breve fundamentacédo tedrica. Em
seguida, as aplicacdes foram descritas na forma de trés capitulos, e cada um aborda
de forma distinta as etapas experimentais realizadas e o0s resultados obtidos e

finaliza-se com as conclusdes e as referéncias bibliograficas.

O Capitulo 2 apresenta a revisdo bibliografica dos conteddos pertinentes a
esta pesquisa. Sdo descritos nesse capitulo, assuntos relativos a estrutura,
composicao e aspectos anatbmicos da madeira e também uma breve descricdo de
trabalhos publicados com a utilizacdo de espectroscopia, fluorescéncia e imagem
digitais para analise de madeira. No capitulo 3, a fundamentacédo tedérica aborda a
espectroscopia Raman, espectroscopia no infravermelho préximo, 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 Capitulo 4, consistiu na aplicagdo da
imagem hiperespectral por espectroscopia Raman (HIS-Raman, do inglés
Hyperspectral Image by Raman) para a avaliacio da homogeneidade dos
constituintes presentes nas espécies florestais produtoras de madeira Eucalyptus
grandis, Eucalyptus urophylla, um hibrido de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
camaldulensis e Swietenia macrophylla King (Mogno).

No Capitulo 5, a técnica de imagem hiperespectral por NIRS (HIS-NIRS, do
inglés Hyperspectral Image by Near Infrared Spectrosocopy) foi aplicada as mesmas
espécies para 0 mapeamento quimico da holocelulose e lignina, e também dos

extrativos.

No Capitulo 6, foi estudado o uso de imagens digitais no sistema RGB e da
fluorescéncia da madeira para discriminar cinco espécies com caracteres similares,
Erisma uncinatum Warm. (cedrinho), Cedrela odorata L. (cedro), Micropholis
melinoniana (curupixa), Eucalyptus grandis Hill ex Maiden e o Swietenia macrophylla
King (mogno).

Por fim, o Capitulo 7 apresenta as conclusdes gerais e o Capitulo 8 as

referéncias bibliograficas.

1.2 OBJETIVOS

Tendo em vista a relevancia do estudo da composicdo quimica e da
identificacdo correta das espécies produtoras de madeira, esta tese teve como
objetivo aplicar a quimiometria como ferramenta analitica para a analise de imagens
provenientes da técnica de espectroscopia de imagem Raman e na regidao do
infravermelho préximo e o uso de imagens digitais e fluorescéncia para a analise
exploratoria da composicao quimica e identificacdo da espécie de diversas espécies

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

- Realizar a analise exploratéria da distribuicdo de holocelulose e lignina total atravées
da construcdo de mapas de concentracdo com a utilizacdo da HIS-Raman e a
ferramenta quimiomeétrica resolucdo multivariada de curvas por minimos quadrados

alternantes (MCR-ALS, do inglés Multivariate Curve Resolution - Alternating Least
5
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Squares) em trés diferentes espécies no plano transversal: Eucalyptus grandis, o
Eucalyptus urophylla, Swietenia macrophylla King (Mogno) e um hibrido de
Eucalyptus urophylla x Eucalyptus camaldulensis.

-Aplicar a HIS-NIRS e o MCR-ALS para avaliar a distribuicdo e quantificar a
holocelulose, lignina total e extrativos através da construcdo de mapas de
concentracdo nos planos tangencial, transversal e radial nas mesmas espeécies

descritas anteriormente, com a utilizacdo do MCR-ALS.

-Realizar a discriminacdo de cinco espécies de madeira com caracteres similares:
Erisma uncinatum Warm. (cedrinho), Cedrela odorata L. (cedro), Micropholis
melinoniana (curupixa), Eucalyptus grandis Hill ex Maiden e Swietenia macrophylla
King (mogno) atraveés da medida de fluorescéncia com a utilizagcdo de lampada UV e
camara escura, imagens digitais para a formacdo de histogramas de cores e a
construcdo de modelos por analise discriminante por minimos quadrados parciais

(PLS1-DA, do inglés Parcial Last Square for Discriminant Analysis).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ESTRUTURA E COMPOSICAO QUIMICA DA MADEIRA

A madeira € um material heterogéneo, que possui inimeras aplicacdes nos
segmentos da construcdo, industria e comércio. Sua maior vantagem esta em ser

um recurso natural e renovavel.?

As arvores crescem e desenvolvem-se tanto em altura quanto em espessura.
O crescimento em altura € denominado crescimento primario e esse processo €
responsavel pelo alongamento do tronco e ramos. O crescimento secundario
corresponde ao aumento em diametro da arvore. O tronco (Figura 1) desempenha
as funcdes de sustentacao, conducao de solugdes minerais absorvidas pelas raizes

e armazenamento de substancias. O xilema secundario, também denominado lenho,

contribui para o crescimento em espessura, em consequéncia da adicdo de novas
23,24

células e este constitui a madeira.
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Figura 1. Desenho esquematico de uma secao transversal do tronco de uma arvore
(Adaptado da Referéncia 2)
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Analisando-se o desenho esquematico da se¢do transversal do tronco de uma
arvore (Figura 1), sdo observadas as seguintes camadas:

v Casca externa: parte seca e totalmente inerte que tem a fungéo protecéo para
o tronco.?
v Casca interna (ou floema): € um conjunto de tecidos vivos especializados
para transporte de seiva elaborada (nutrientes gerados a partir da fotossintese) a ser
distribuida aos demais tecidos da planta.?
v Cambio: pelicula de espessura microscopica responsavel pela geracdo de
novos elementos celulares da madeira, sendo responsavel pelo crescimento e
aumento do diametro do tronco.?*%
v Alburno: regido formada por células vivas responsaveis pela condugcédo em
movimento ascendente da seiva bruta através do tronco da arvore. E considerado
como um tecido condutor que perde as suas func¢des de conducao e reserva com o
tempo e se transforma em parte do cerne.?®
v Cerne: é a camada mais interna do xilema secundario, que perde a sua
atividade fisiolégica e apresenta uma coloracdo mais escura, justificada pela
presenca de taninos, gorduras, carboidratos e outras substancias.?®
v Medula: parte central do caule, formada por tecido parenquimatico néo
fazendo parte do xilema secundario ou madeira. Tem a funcdo de armazenar
substancias nutritivas para a arvore durante a fase inicial de crescimento.?*?°

De modo geral, as madeiras podem ser agrupadas em duas categorias
distintas: “moles” (softwoods) e “duras” (hardwoods), mas estes termos n&o
necessariamente indicam a dureza da madeira. As madeiras denominadas como
softwoods ou coniferas pertencem ao grupo das gimnospermas, que apresentam
como caracteristicas distintivas a folhagem na forma de agulha e a auséncia de
frutos (sementes descobertas). As madeiras denominadas hardwoods ou folhosas
pertencem ao grupo das angiospermas dicotiledbneas, que apresentam como
caracteristicas distintivas folhas largas e sementes encerradas em frutos.?’

A madeira € um material de alta complexidade e possui uma variabilidade
estrutural e quimica. A composicdo quimica elementar ndo apresenta grandes
variacfes entre espécies, sendo composta pelos elementos: carbono (C), hidrogénio

(H), oxigénio (O) e o nitrogénio (N) em pequenas quantidades.?
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Com relacdo aos componentes macromoleculares, a parede celular é
constituida de celulose, hemiceluloses (ou polioses) e lignina, que sdo responsaveis
pela maioria das propriedades fisicas, quimicas, mecénicas e biolégicas da
madeira.®>?® Os extrativos estdo presentes em menores propor¢des e ndo compdem
a parede celular. A composicdo quimica difere nas coniferas e nas folhosas,
podendo ser influenciadas pelas condicbes climaticas, caracteristicas do solo e
idade da arvore, sendo esta composicdo média encontrada em espécies de regides

de clima temperado e representada na Figura 2. %

Coniferas Folhosas
— Celulose 42 + 2% — Celulose 45 + 2%
— Polioses 27 + 2% — Polioses 30 + 5%

— Lignina 28 + 2% — Lignina 20 + 4%

— Extrativos 5+ 3% — Extrativos 3 + 2%

Figura 2. Composicdo quimica média de madeiras de coniferas e folhosas.?®

2.1.1. Celulose

A celulose (CeH100s), € o0 principal componente da parede celular dos
vegetais. E um polissacarideo de cadeia linear composta exclusivamente de
mondmeros de glicose, que formam cadeias muito estaveis de alta massa molar, a
gual é grande o suficiente para ser insoluvel em agua, solventes organicos, solucdes
acidas e alcalinas em temperatura ambiente.?® A sua biossintese envolve vérias

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

fotossintese, sendo sintetizada a partir do encadeamento enzimatico da glicose.?®

10
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As longas cadeias da celulose se unem lateralmente por ligacdes de
hidrogénio, entre grupos hidroxilas e originam as micelas, que unidas formam as
fibrilas, que d&o a celulose uma estrutura ordenada e cristalina, sendo responsavel
pela estabilidade térmica e baixa reatividade da madeira.*® A Figura 3 ilustra a

unidade estrutural da celulose.?

Figura 3. Estrutura quimica da celulose.

2.1.2. Hemicelulose

O termo hemicelulose refere-se a um grupo de polissacarideos de cadeia
ramificada, que atuam como agentes de ligacdo entre a celulose e a lignina nas
paredes das plantas. Isoladas das madeiras, as hemiceluloses apresentam-se como
misturas complexas de polissacarideos, sendo 0s mais importantes as glucoxilanas,

arabinoglucoxilanas, glucomananas, arabinogalactanas e galactoglucomananas

(Figura 4). 333!

11
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Figura 4. Aclcares que compdem as unidades de hemiceluloses.*

Portanto, o termo hemicelulose ndo designa um composto quimico, mas sim
uma classe de componentes poliméricos presentes em vegetais fibrosos. O teor e a
proporcao dos diferentes componentes encontrados nas hemiceluloses da madeira

variam com a espécie e, provavelmente, também de arvore para arvore.*

2.1.3. Holocelulose

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

hemiceluloses em plantas ou células vegetais. **’

2.1.4. Lignina

Lignina € um polimero natural formado por macromoléculas de estrutura
complexa constituida por um sistema aromatico composto de unidades de fenil-
propano. Ligninas sdo amorfas, altamente complexas, ligadas quimicamente as
hemiceluloses, e, em alguns casos, formam um complexo lignina-carboidrato que é
resistente a hidrélise.?” E considerada o segundo componente de maior importancia
da parede celular®*, com uma contribuicdo de 20 % a 35 % da biomassa vegetal,
sendo derivada da polimerizacdo de trés mondémeros arilpropandides: os alcodis
coniferilico ou guaiacil, sinapilico ou sirigil e o p-cumarilico ou p-hidrofenila (Figura
5)_34

12
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Figura 5. Monémeros formadores da estrutura da lignina.*

Existem diversas maneiras de tratamento e isolamento da lignina. Baseado na
suscetibilidade & hidrélise , a lignina pode ser classificada em:*®
-Lignina ndo core: consiste de compostos fendlicos de baixo peso molecular,
liberados da parede celular por hidrolise, que é composta por acidos p-
hidroxicinamico éster-ligados.
- Lignina core: consiste de monémeros arilpropandides da parede celular, altamente
condensados e muito resistentes a degradacao. Eles sdo compostos de unidades p-
hidrofenila, guaiacil e sirigil, em propor¢des diferentes, de acordo com sua origem.
Pode-se entéo classificar as ligninas segundo a presenca dessas unidades

A lignina é obtida da madeira como residuo sélido e esta presente nas plantas
vasculares que desenvolvem tecidos especializados em transporte de solucdes

aquosas e suporte mecanico.?®

2.1.5 Extrativos

Os extrativos representam um grande numero de componentes quimicos
presentes na madeira que podem ser extraidos com o uso de solventes polares e
apolares. Sao representados por varios compostos como: alguns sais, acucares e
polissacarideos (soluveis em agua); acidos ou ésteres graxos; alcodis de cadeia
longa, ceras, resinas e compostos fendlicos e glicosideos (sollUveis em solventes

organicos).?*3*

13
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2.2 ASPECTOS ANATOMICOS

Do ponto de vista anatémico, para se conhecer a estrutura da madeira, torna-
se fundamental o exame de trés planos convencionais de corte: o plano longitudinal
radial € a direcdo paralela aos raios e perpendicular aos anéis de crescimento
(Figura 6 a), o plano longitudinal tangencial que é a direcdo 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
2,24,26

trés sentidos se diferem interferindo de forma acentuada em suas propriedades.

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

A madeira € constituida por um agrupamento de células que possuem formas
alongadas e sédo orientadas na direcéo longitudinal do tronco, mas também ocorrem
posicionadas transversalmente e com formatos diferentes. Essas variacbes ocorrem
devido as diferentes funcdes elas desempenham. De uma forma geral, séo
encontrados nas madeiras 0s seguintes tipos celulares: traqueideos, elementos de
vaso, fibras e o parénquima axial.? Em termos estruturais, as madeiras de coniferas
sdo relativamente simples, sendo compostas quase que totalmente por um Unico
tipo de células denominadas traqueideos que sdo células alongadas, fechadas e
pontiagudas e raios.*

As madeiras de folhosas, por sua vez, sdo estruturalmente mais complexas e
apresentam maior diversidade de padrdes de organizagdo celular. A Figura 6 ilustra

a espécie Swietenia macrophylla King, que pertence as folhosas. Quatro tipos

14
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basicos de células sdo encontrados nesta categoria: aquelas que compdem o0s
elementos de vaso, as fibras, o parénquima axial e as células do raio (que
constituem o parénquima radial). A maior parte da superficie 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 superficie com
paredes espessas, 0 que lhes conferem elevada massa especifica. O parénquima é
formado por células de paredes mais finas que os vasos e fibras e geralmente
composto apenas de parede priméaria. O parénquima é dividido em axial orientado

no sentido do eixo do caule e radial (raios) no sentido casca-medula.??*%

2.3 TECNICAS ESPECTROSCOPICAS PARA A ANALISE DE
MADEIRA

2.3.1 Espectroscopia Raman de imagem

As técnicas espectroscopicas sdo de grande interesse para aplicagcbes em
diversas areas, devido as caracteristicas como versatilidade, simplicidade
operacional, necessidade de minimo ou nenhum preparo de amostra, ndo produzir

residuos quimicos, sendo uma técnica néo destrutiva.

A espectroscopia Raman é uma técnica consolidada para investigacdo da
parede celular em tecido vegetal, sendo que o espectro Raman fornece informacodes
da sua estrutura e composicdo quimica, gerando bandas especificas. Contudo,
devido as limitacBes desta técnica, no que se refere a baixa sensibilidade e a
interferéncia de fundo (“background” ocasionada pela fluorescéncia gerada pelos
grupos funcionas presentes nos constituintes da parede celular, houveram avangos
gue levaram a incorporacdo de microscopios, a fim de fornecer a informacgéo
espacial com alta resolucdo e demonstrar a distribuicdo dos constituintes a nivel
microscopico. *%%3" O espectrometro Raman acoplado a um microscépio pode ser
dispersivo ou baseado em transformada de Fourier (FT, do inglés Fourier Transform)
sendo que o primeiro emprega um laser na regido do visivel e o segundo na regiao

do infravermelho proximo.

A espectroscopia Raman de imagem foi utilizada por Agarwal®, que investigou

a ultraestrutura e a composicdo da parede celular da espécie Picea mariana

15
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(espécie norte-americana da familia das coniferas). Os resultados obtidos com as
imagens indicaram que a nivel microscépico, as concentra¢des de lignina e celulose
variaram dentro e entre regides morfoldgicas distintas e foi verificado que a
organizacdo macromolecular da parede celular desta espécie é bastante complexa.

Schmidt et al.®” aplicaram a espectroscopia Raman de imagem & espécie
Arabidopsis thaliana, considerada pelos autores como uma importante fonte de
geracdo de biomassa lignocelulésica. O estudo forneceu informacdes sobre a
distribuicdo espacial de celulose e lignina em uma secéo transversal e os resultados
contribuiram para a compreensdo da organizagdo molecular, sendo que o
conhecimento desta organizacdo € uma importante ferramenta para melhoramentos
genéticos desta espécie.

Sun et al.’ utilizaram a espestroscopia Raman de imagem para o estudo
especifico da distribuicdo de celulose e lignina na parede celular da espécie E.
globulus, sendo esta, uma importante matéria prima utilizada como biomassa para
geracdo de energia. O estudo demonstrou bandas caracteristicas destes
componentes e foram gerados mapas de distribuicdo com o auxilio do software do
equipamento, a partir de laminas da secéao transversal com 50 um de espessura. Os
mapas proporcionaram a visualizacdo da distribuicdo espacial de celulose e lignina.
Os autrores consideraram que a técnica pode ajudar a compreender 0s mecanismos
moleculares e otimizar 0s processos quimicos e enzimaticos que ocorrem na parede
celular das plantas.

Zhang et al.*®

realizaram um estudo para identificacdo automatica dos
espectros dos componentes presentes na parede celular da espécie Populus nigra L.
por espectroscopia Raman e imagem. Com esta pesquisa, 0S autores avaliaram a
distribuicdo da celulose, hemicelulose e lignina nas camadas da parede celular
através da atribuicio de bandas das ligagbes quimicas presentes nestes
componentes. A andlise de componentes principais e de clusters foram utilizadas
como ferramentas matematicas para classificacdo dos grupos espectrais de regides
distintas da parede celular: Os resultados obtidos proporcionaram identificar os
espectros Raman da parede celular em diferentes regides, e através do conjunto de
dados de imagem foi possivel obter novos conhecimentos sobre a morfologia e

constituicdo quimica da espécie.
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2.3.2 Espectroscopia no infravermelho proximo e imagem

hiperespectral

Para a aplicacdo da espectroscopia no infravermelho préximo (NIRS, do inglés
Near Infrared Spectroscopy) em amostras solidas como a madeira, podem ser
utilizados diferentes tipos de instrumentos, tais quais 0s espectrofotbmetros de
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR, do inglés Fourier Transform
Infrared) e infravermelho préximo (FT-NIR, do inglés Fourier Transform Near
Infrared) que proporcionam melhor relac@o sinal/ruido e limite de deteccéo, alta
resolucdo e reprodutibilidade do comprimento de onda, velocidade superior na
obtenc&o do espectro e maior aproveitamento da energia radiante. ***? Sua principal
desvantagem esta relacionada ao baixo limite de deteccdo de componentes
minoritarios, que sao 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 absorcao.®

A NIRS tem se destacado na determinacdo de propriedades fisicas e

4350 & composicdo quimica da madeira.*>**°*2 Também encontra-se na

mecanicas
literatura, uma revisdo sobre as diferentes aplicacbes da NIRS e a atribuicdo de
bandas de absorcéo dos principais componentes. ®°® Trabalhos com aplicacdo da
NIRS e imagem em madeira para determinacdo da composicdo quimica e sua
distribuicdo ainda sdo escassos, todavia, a combinacdo desta técnica com

quimiometria tem possibilitado a evolucdo deste tipo de estudo.’***

Um estudo com a utilizacdo da NIRS e imagem hiperespectral foi realizado
por Thumm et al.*®, que fizeram o mapeamento bidimensional da composic&o
guimica na face transversal de discos da espécie Pinus radiata. Para o estudo, foi
utilizado um espectrografo acoplado a uma camera de imagem a fim de se obter os
espectros NIRS e imagens hiperespectrais. Foram utilizados discos com diametros
na faixa de 15 a 30 cm. Os espectros NIRS obtidos foram processados usando o
método de minimos quadrados parciais (PLS, do inglés Partial Least Squares) para
predizer a distribuicdo e a variacdo de lignina, galactose e glicose. Foram obtidos
erros de predicao entre 0,84 % a 0,87 % para os compostos avaliados. Os autores
consideraram que o sistema de imagem NIRS é um meio rapido e eficaz em termos
de custos, que pode ser aplicado para a determinacdo da composi¢cdo quimica e
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para 0 mapeamento ao longo de discos de madeira e concluiram que 0os mapas
resultantes da composi¢do quimica indicam claramente, em alta resolucéo espacial,

a extenséo da heterogeneidade que ocorre em toras de madeira.

As propriedades fisicas da madeira foram estudadas por Mora et al.*®, que
utilizaram a NIRS e imagem hiperespectral para estimar a densidade basica (DB) e 0
teor de umidade (TU) da espécie Pinus taeda L., analisando 125 discos na face
transversal. As imagens hiperespectrais foram obtidas com o auxilio de uma camera
e o espectrometro NIRS era acoplado a uma sonda especial. Para o estudo, foram
utilizados discos com diametros na faixa de 15 a 30 cm. Os espectros NIRS obtidos
foram processados usando o método de minimos quadrados parciais para predizer
os valores de DB e TU diretamente nos discos de madeira. Com a aquisicdo das
imagens, 0s autores observaram a baixa qualidade dos espectros obtidos a partir da
camera e consideraram que, com a utilizacdo de uma camera com melhor resolucao
poderia se obter melhores resultados. Os valores encontrados para DB e TU com
aplicacdo da HIS-NIRS foram de 430,7 kg.m™ e 55,1 %, respectivamente, que foram
comparados com os valores de referéncia, de 427,9 kg.m™ e 55,4 % para DB e TU,
respectivamente. Os autores concluiram que o sistema pode ser automatizado e
flexivel, podendo ser aplicado em discos de varios tamanhos e em qualquer uma

das extremidades.

2.4 IDENTIFICACAO E DISCRIMINACAO DE ESPECIES DE
MADEIRA

O processo de identificacdo de espécies florestais produtoras de madeira
pode ser realizado a partir da avaliacdo visual, porém, tal identificacdo depende do
conhecimento das caracteristicas anatdmicas de cada espécie e também, a sua

associacdo com outras caracteristicas, tais como cor, textura, brilho.?*

A importancia da identificacdo esta relacionada a estrutura da madeira, que é
uma caracteristica indispensavel para a utilizacdo racional, visto que, existem
restricdes quanto a exploracdo, comercializacdo e exportacdo de algumas espécies.
A exploracdo e comércio ilegais da madeira e seus produtos ocasionam problemas
ecolbégicos e econbmicos para paises produtores e consumidores, resultando na

necessidade de uma maior fiscalizacéo.
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A implementacao de restricbes quanto a exploracdo no comeércio internacional
e preservacdo ambiental esta descrita na Convengdo sobre o Comércio
Internacional das Espécies da Flora e da Fauna Selvagens em Perigo de Extincao
(CITES, do inglés Convention on International Trade in Endangered Species of Wild
Fauna and Flora) firmada em Washington em 3 de marco de 1973. A CITES
representa um dos acordos ambientais mais importantes para preservacao das
espécies ameacadas, e atualmente engloba 180 paises. Ela regulamenta a
exportacdo, importacdo e reexportacdo de animais e plantas, suas partes e
derivados, através de um sistema de emissdo de licencas e certificados que sao
expedidos se atendidos os requisitos da Convencédo, sendo que o Brasil aderiu a
Convencéo em 1975.>"

Uma importante espécie que foi incluida no Apéndice Il da CITES em 15 de
novembro de 2003 foi a Swietenia macrophylla, popularmente conhecida como
‘mogno”, que trata-se de uma espécie que possui caracteristicas de coloracao,
beleza, estabilidade e durabilidade que I|he confere um alto valor
comercial.>’Contudo, o controle da exploracdo desta espécie esta condicionada a
sua identificacdo anatémica, requisitando o exame macroscopico e microscopico por
profissionais que detenham o conhecimento nesta area. Outro aspecto que vale
destacar é a variedade de espécies que possuem semelhancas entre si, tais quais,
as pertencentes ao género Cedrella spp, popularmente conhecidas como “cedro”,
tendo propriedades fisicas e mecanicas bastante semelhantes. A Cedrela odorata L.
foi adicionada no Apéndice Il da CITES em marco de 2004.**° Portanto, a
semelhanca na aparéncia visual de espécies florestais dificulta a identificacdo para
fins de fiscalizacdo. Outro aspecto importante esta relacionado a variedade de
nomes populares, que mudam de acordo com a regido. Esta variabilidade de

nomenclatura e sua distribuico esta listado na Tabela 1."°%%
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Tabela 1. Descricdo da espécie, familia e nomes usuais de cinco madeiras com
caracteres similares. >

Espécie Familia Nomes Usuais

Capiliva, cedreiro, cedreilro, cedrilho,
cedrinho, cedro, cedro-amargo, cedro-
amargoso, cedro-aromatico, cedro-batata,
cedro-bordado, cedro-branco, cedro-bravo,

Cedrela odorata L. Meliaceae cedro-cheiroso  (BA), cedro-de-mato-
grosso, cedro-do-amazonas, cedro-do-
brejo, cedro-do-paraguai, cedro-fémea
(BA), cedro-manso, cedro-mogno, cedro-
pardo, cedro-rosa (RJ, SP), cedro-
vermelho (PA, BA)

Cambara, cambara-rosa, cedrilho,
cedrinho, coaritba, jabuti, jabuti-da-terra-
firme, libra, mandioqueira-cachimbo-de-

Erisma uncinatum Vochysiaceae jabuti, pé-de-jabuti, quariba, quariuba,

Warm. quaruba-de-flor-roxa, quaruba-vermelha,
quarubarana, quarubatinga, verga.

Eucalyptus grandis Myrtaceae Eucalipto

Hill ex Maiden

Micropholis

melinoniana Pierre Sapotaceae Curupixa, Pau-de-sapo (AM)

Acaju, aguano, araputanga, caoba, cedro,
cedro-aguano, cedro-mogno, cedrorana
Swietenia (PA), mara, mara-vermelho, mogno,
macrophylla King. Meliaceae mogno-aroeira, mogno-branco, mogno-
brasileiro, mogno-cinza,  mogno-claro,
mogno-de-maraba, mogno-do-rio-Jurupari
(AM), mogno-escuro, mogno-rosa, mogno-
réseo, mogno-vermelho (MT, TO, GO).
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2.4.1 Técnicas aplicadas a identificacdo e discriminacdo de

espécies de madeira
2.4.1.1 Espectroscopia no infravermelho préoximo

Mediante as dificuldades para a identificacdo de espécies de madeira, o
desenvolvimento e aplicacdo de técnicas instrumentais que possibilitem a realizacao
de analises rapidas e ndo destrutivas e que possam ser aplicadas em amostras
sélidas sdo alternativas que podem tornar a identificacdo mais eficiente. Dentre as
técnicas utilizadas a NIRS tem se destacado por possuir estas caracteristicas.

Pastore et al.*®

utilizaram NIRS e analise discriminante por minimos quadrados
parciais (PLS-DA, do inglés Partial Least Squares Discriminant Analysis) na
discriminacdo de um total de 132 amostras de madeira em forma de pd de quatro
espécies, a andiroba (Carapa guianensis Aubl.), o cedro (Cedrela odorata L.), 0
curupixa (Micropholis melinoniana Pierre) e o mogno (Swietenia macrophylla King).

Os autores obtiveram 100 % de acerto de separagcao entre as especies.

Braga et al.'® realizaram um estudo com NIRS e PLS-DA com o objetivo de
discriminar andiroba (Carapa guianensis Aubl.), cedro (Cedrela odorata L.), curupixa
(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 separacédo entre as espécies.

Horikawa et al.®®

aplicaram a NIRS e PLS-DA para separacdo de Pinus
densiflora e Pinus thunbergii em pd. Foram utilizados cerne e alburno de amostras
com histdrico arqueoldgico e 0s autores obtiveram em média 50 % de acerto de
separacdo e concluiram que o método proposto ndo é eficaz para tal finalidade,
devido a influéncia dos efeitos do envelhecimento sobre as caracteristicas das
amostras, incluindo a quantidade de &gua absorvida e a variabilidade dos

componentes quimicos.®

2.4.1.2 Fluorescéncia

A técnica de fluorescéncia molecular também é empregada para a

identificagdo de espécies de madeira, cuja aplicagcdo pode ser realizada com a
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utilizagao de lampadas com radiagao ultravioleta (UV) e camaras escuras, na qual a
andlise é feita de forma visual ou com a utilizagdo de equipamentos mais

sofisticados, como os espectrofluorimetros.'*%

Sao reportados na literatura, trabalhos que utilizaram I[ampadas UV, como o

trabalho de Teixeira et al.?°

gue avaliaram a fluorescéncia de 23 espécies tropicais
de madeira. Foram confeccionados corpos de prova de cada espécie e estes foram
lixadas e expostos a radiacdo UV com comprimento de onda de 365 nm em uma
camara escura. A fluorescéncia observada variou entre amarelo, violeta e verde com
diferentes tonalidades entre as diferentes espécies e também néo fluorescentes. Os
autores destacam que o método foi eficiente para auxiliar na diferenciacdo entre

espécies que apresentam ou nao fluorescéncia.

Avella et al.®

realizaram um estudo com 10.160 espécies de madeira
provenientes da Xiloteca de Tervuren na Bélgica. Foi analisada a fluorescéncia
destas espécies conforme o procedimento descrito pelo comité da Associagcédo
Internacional de Anatomistas de Madeira (IAWA, do inglés International Association
of Wood Anatomists).®® Os autores concluiram que 1237 espécies eram nitidamente
fluorescentes, 2272 possuiam florescéncia de baixa intensidade e 6651 espécies

foram consideradas como nao fluorescentes.

Guzman et al.%

analisaram 579 amostras de madeira do México pertencentes
a 92 géneros e 40 familias. A andlise de fluorescéncia seguiu os padrdes da IAWA.*
Neste estudo, foram analisadas diferentes faces de uma mesma amostra (face
transversal e faces longitudinais) e as amostras foram classificadas como
fluorescentes e nao fluorescentes. A fluorescéncia variou principalmente entre tons
de azul e verde e mais raramente amarelo e laranja. Os autores concluiram que a
fluorescéncia pode ajudar a resolver problemas relacionados a discriminacdo de
madeiras com aparéncia similar e que a maioria dos laboratérios de anatomia

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

A utilizacédo de imagens digitais como técnica para a identificacdo de espécies
florestais tem sido explorada com o desenvolvimento de bancos de dados de
imagens que se baseiam em parametros como textura e cor, e utilizando algoritmos

de classificagéo.®”"°

Khoury et al.?” realizaram um estudo que aplicou a anélise discriminante linear
e quadratica e imagens digitais para discriminar defeitos em tabuas de eucalipto,
utilizando histogramas de cores das imagens retiradas em 492 blocos contendo 12
tipos de defeitos. Os autores obtiveram erros globais de classificagédo entre 6 % e 50
% e concluiram que o método é adequado para discriminar defeitos em tabuas de
eucalipto. Os autores avaliaram que, apesar de terem obtido erros globais de
classificacdo satisfatorios, outros tipos de classificacdo e a inclusdo de outros
parametros poderiam ser considerados, como classificadores ndo paramétricos e a

posicao do defeito nas tabuas de eucalipto.

Zhao et al.® propuseram a identificagdo das espécies Abies nephrolepis, Picea
koraiensis, Pinus koraiensis, Picea jezoensis e Fraxinus mandshurica,
fundamentando-se em duas caracteristicas macroscopicas, a cor e a textura e
utilizarando o procedimento de fusdo de imagens multissensor. Tal procedimento
permitiu combinar os caracteres de textura, de cor e dados espectrais, gerando um
método superior aqueles que usam apenas um dos caracteres. Os autores
obtiveram taxas de acerto de classificacdo de 95 %, 91 %, 89 %, 93 % e 90 % para
Abies nephrolepis, Picea koraiensis, Pinus koraiensis, Picea jezoensis,Fraxinus

mandshurica, respectivamente.

Wooten et al.®®

realizaram a discriminacdo de aparas de madeira e cascas do
género Quercus spp, Pinus spp. e Ulmus spp. que sao utilizadas para producéo de
bioenergia, com o objetivo de otimizar a separacdo deste tipo de material. Foi
desenvolvido um algoritmo genérico de identificacdo para ser aplicado na captura de
imagem, no qual a textura, intensidade de cores da madeira foram os parametros
utilizados para efetuar a diferenciacdo. O modelo foi capaz de diferenciar aparas de
cascas com 98,3 % de acerto de classificacdo para os trés diferentes géneros de

madeira.
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Yusof et al.”” propuseram um estudo utilizando um algoritmo genético
denominado Kernel (K-GA, do inglés Kernel-Genetic Algorithm), com a combinacéo
de analise discriminante, aplicado ao reconhecimento automatico 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
classificacao correta entre 90 % a 100 %. Os autores concluiram que a utilizacédo do
algoritmo genético com a selecdo dos caracteres nao lineares da madeira auxiliou
na formacdo do banco de dados utilizando um menor espaco da memoria do

computador e as analises foram realizadas com maior precisdo e em tempo real.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 ESPECTROSCOPIA RAMAN

A espectroscopia estuda a interacdo da radiacdo eletromagnética com a
matéria, em que a radiacdo pode ser absorvida, transmitida ou espalhada.” Quando
ocorre o espalhamento, a interagdo da molécula com o féton ndo provoca mudancas
nos niveis de energia vibracional e/ou rotacional da molécula, fazendo com que a
frequéncia da radiacao incidente e da espalhada sejam as mesmas, ou seja, a troca
de energia (E) é igual a zero, de modo que a frequéncia da luz espalhada (Eo) é a
mesma que a da luz incidente (E=E;y). Este processo também é conhecido como
espalhamento Rayleigh ou espalhamento elastico.”” No entanto, uma pequena
fracdo da radiacdo pode ser espalhada inelasticamente, ou seja, com energia
diferente da incidida. Quando a energia espalhada € menor que a incidida, o
espalhamento é chamado de Raman Stokes e quando a energia € maior, denomina-
se espalhamento Raman anti-Stokes.”*’* A Figura 7 ilustra o esquema do

espalhamento Rayleigh e espalhamento Raman.”?

Estado eletrénico excitado

......................................................................................................................... Estado Vlrtual prC)XImO a eXCItaQéO

....................................................................................................................... Estado virtual de Energia

Estados vibracional excitado
E- hv,

Diferenca de Energia

v v | Estado eletrénico fundamental

Espalhamento
Raman Anti-Stokes

Espalhamento Espalhamento
Raman Stokes Rayleigh

E=E,-E, E=E, E=E,+E,

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

No espalhamento Raman Stokes, a molécula no estado fundamental sofre
colisdo com o féton de energia e essa interacdo faz com ela obtenha energia a partir

do féton, em seguida, a frequéncia da luz dispersa ser& menor do que a da luz
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incidente (E = E, - E,). No espalhamento Raman Anti-Stokes o f6ton encontra a
molécula ja num estado excitado e ap0s a interacdo a molécula decai para o estado
fundamental. Esta diferenca de energia € cedida ao féton, que é espalhado com
energia igual a E=Ey,+ E,. A diferenca de energia entre o foton incidente e o
espalhado determina o deslocamento Raman, para o qual esta diferenca de energia
relativa das transicdes de niveis vibracionais moleculares ocorre hormalmente entre
100 e 400 cm™*. "2

Realizando a comparacao entre as linhas Stokes e anti-Stokes (Figura 7),
observa-se uma simetria entre elas em relacéo a linha Rayleigh, estando do lado de
frequéncias mais baixas as linhas Stokes e do lado de frequéncias mais altas as
linhas anti-Stokes. As linhas anti-Stokes sdo menos intensas que suas
correspondentes Stokes, fato que esta ligado a probabilidade do fenémeno ocorrer,
ja que a populacdo dos estados excitados segue a distribuicdo de Boltzmann.
Portanto, as linhas Stokes de um espectro sdo normalmente usadas para analises,

sendo a parte anti-Stokes do espectro descartada. ">

A Figura 8 ilustra esta comparacao, tomando como exemplo um espectro
obtido por espectroscopia de espalhamento Raman para o tetracloreto de carbono
(CCly). Algumas bandas aparecem em frequéncias mais baixas e outras com
frequéncias mais altas que a da radiacdo incidente. As diferencas entre as
frequéncias e os deslocamentos de energia correspondem as frequéncias
vibracionais do CCl,. Tanto acima quanto abaixo da frequéncia incidente observa-se
0s mesmos modos vibracionais, entretanto, a parte do espectro vibracional no lado
de maior energia da linha de excitacdo é menos intenso (porque, uma vez em
equilibrio térmico, hd menos moléculas nos estados de energia excitados — condicéo

necessaria para observacéo do espalhamento associado ao modo anti-Stokes).”®
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Rayleigh

-459

Stokes

-314
218

anti-Stokes

Intensidade

-

Deslocamento (cm™)

Figura 8. Espectro Raman do CCl,. As linhas Stokes e as linhas anti-Stokes séo
imagens modificadas uma da outra, refletidas por meio da frequéncia de excitacéo.
Uma linha anti-Stokes tem intensidade menor que a linha de Stokes
correspondentes (Adaptado da referéncia 76).

A radiacéo espalhada produz uma oscilagéo no dipolo induzido da molécula.
Este dipolo resulta em uma alteracdo da polarizabilidade da molécula, ou seja, na
capacidade de deformacdo da nuvem eletrbnica da molécula a partir de um campo
eletromagnético. As ligacdes (ou interacdes) quimicas que sofrem mudancas na sua

polarizabilidade s&o tidas como regifes ativas no espectro Raman.”

O espectrometro Raman é composto por laser como fonte de excitacdo do
espalhamento Raman, um monocromador, suporte de amostras e um detector. O
tipo de detector e a Otica utilizada no equipamento dependem do tipo de laser
empregado. Os fatores que afetam a andlise incluem elevada relacédo sinal-ruido,
instabilidade do instrumento e resolucdo. Duas configuracbes sdo adotadas para a
composicdo do equipamento, sendo o espectrobmetro Raman dispersivo e com
transformada de Fourier, denominado FT-Raman (FT, do inglés Fourier transform). A
diferenca entre eles consiste na fonte de laser e no caminho pelo qual a disperséo

Raman é detectada e analisada.’""?

As fontes de excitacdo que podem ser utilizadas na espectroscopia Raman
englobam lasers na regido do ultravioleta e do infravermelho proximo. Os lasers na
regido do ultravioleta e visivel (UV-Visivel) geram espalhamento Raman, porém,

devido a baixa energia gerada para promocao da excitacdo eletrbnica da molécula,
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h& a producéo de fluorescéncia de fundo, sendo esta, uma das principais restricdes
da espectroscopia Raman.®

Devido as restricbes que esta técnica apresenta, foram desenvolvidos
avancos tecnolégicos na instrumentacdo, com destaque para o uso de lasers de
diodo mais estaveis e detectores de dispositivo de carga acoplada (CCD, do inglés
Charge Coupled Device) que sdo extremamente sensiveis a radiacdo. Outro avanco
importante é referente ao acoplamento do espectrdbmetro Raman ao microscoépio,
qgque deu origem a espectroscopia Raman de imagem, combinando a técnica
espectroscopica com a aquisicdo de imagens para fornecer informacfes detalhadas
sobre a composicdo da amostra e a distribuicdo de seus constituintes.”

3.2 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

A espectroscopia no infravermelho (IR, do inglés Infraed Spectroscopy) esta
fundamentada no fendbmeno de absorcéo de radiacdo eletromagnética. Esta regiao
espectral é dividida em trés partes, denominadas de infravermelho proximo (NIRS,
do inglés Near Infrared Spectroscopy), médio (MIR, do inglés Mid Infrared) e distante
(FIR, do inglés Far Infrared), sendo os limites aproximados para cada regido

apresentados na Tabela 2.%

Tabela 2. Limites aproximados para cada regido espectral do infravermelho.®

Intervalo de nimero de onda Regido em comprimento de onda

Regiao (v) - cm™) (A) - (um)
Préximo (NIR) 12800 a 4000 0,78a2,5
Médio (MIR) 4000 a 200 2,5ab50
Distante (FIR) 200 a 10 50 a 1000

Para absorver radiacdo infravermelha, a molécula precisa sofrer uma variacao
no momento de dipolo como consequéncia do seu movimento vibracional ou
rotacional. Isto ocorre devido a esta radiacdo ndo possuir energia suficiente para
promover transi¢cdes eletrénicas e a sua absorcdo ser restrita a moléculas com
pequenas diferencas de energia entre varios estados vibracionais e rotacionais.
Somente com a variagdo no momento de dipolo o campo elétrico alternado da

radiacdo pode interagir com a molécula e gerar variagbes na amplitude de um de
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seus movimentos. Moléculas homonucleares, como O;, Ny, etc., serdo inativas na
espectroscopia de absorcdo no IR devido a auséncia de momento de dipolo em suas
ligacbes quimicas. Em contrapartida, moléculas cujas ligacdes quimicas sao
formadas por d&tomos de diferentes eletronegatividades, em que ocorre a formacgéo
de dipolos durante a vibracdo em virtude das distribuicbes heterogénea da carga ao
longo das ligacées quimicas, absorveréo a radiacéo.*®

As posicdes relativas dos atomos em uma molécula variam continuamente
como consequéncia de inumeros tipos de vibracdes e rotacdes em torno das
ligacbes da molécula. As vibracdes podem ser de dois tipos: estiramentos e
deformagbes angulares. Uma vibragdo de estiramento envolve uma variagao
continua na distancia interatdmica ao longo do eixo da ligacdo entre dois atomos. Os
modos vibracionais de uma molécula podem ser classificados em deformagéo axial
(ou de estiramento) — movimento ritmico da distancia interatbmica ao longo do eixo
de ligacdo de forma simétrica ou assimétrica — e deformacdo angular (ou
dobramento) — variacao ritmica do angulo entre duas ligacdes apresentada de
maneira simeétrica e assimétrica, em ambas as situacbes dentro e fora do

plano 38,39,41,42,77

Os modos vibracionais que sao ativos no infravermelho ocorrem devido a
existéncia de uma alteracéo ritmica no momento de dipolo durante o movimento,
sendo este determinado pela diferenca de carga e pela distancia entre os centros de
carga.>*** Como resultado, o campo elétrico oscilante da radiagéo interage com o
campo elétrico alternado produzido pela mudanca de momento de dipolo da
molécula e modifica a amplitude do movimento. Quando a frequéncia da radiacéo &
igual a da vibracdo natural da molécula, ocorre absor¢éo e variacdo na amplitude de

vibracdo molecular.®

A observacdo de espectros no infravermelho demonstra que cada tipo de
ligacdo tem sua propria frequéncia de vibracdo. Dois tipos idénticos de ligacdes em
dois diferentes compostos ndo possuem frequéncias vibracionais (ou espectros no
infravermelho) exatamente idénticos. Portanto, o espectro no infravermelho pode ser

equiparado como uma impresséao digital para moléculas de mesma forma.*°

Considerando que as vibragdes entre dois atomos ocorrem de maneira

isolada em uma molécula, 0 modelo do oscilador harménico pode ser utilizado para
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representar a interacdo entre a radiacdo e a matéria na regido do infravermelho.
Neste modelo, as vibracfes dos atomos nas ligacdes quimicas sdo descritas de
acordo com a lei de Hooke, ou seja, os movimentos dos atomos nas ligacbes
guimicas séo associados ao movimento (harménico) de dois corpos unidos por uma
mola. Contudo, a solugcédo final do modelo do oscilador harmdnico aplicado a
vibracbes moleculares ndo deve considerar a descricdo continua da energia
baseada na mecénica classica, e sim energias de vibracdes moleculares definidas
em niveis quantizados, ou seja, o conceito do oscilador harménico tem que ser
transferido as equacfes de onda definidas pela mecanica quéantica. O resultado sdo
niveis de energia vibracionais das ligacbes quimicas presentes em uma molécula,

conforme a definicdo apresentada pela Equacéo 1.34°

1 ~
E(v)= (v + E) hv Equacdo 1

em que E(v) é a energia no numero quantico vibracional, h é a constante de Planck

e Vv é a frequéncia de vibracdo dos atomos interligados.

A Figura 9 mostra o comportamento da energia vibracional em funcdo da
distancia interatdmica no oscilador anarménico.”® A energia envolvida na transicdo
do nivel 1 para o nivel 2 ou do nivel 2 para o 3 deveria ser idéntica a da transicéo de
0 para 1, e a teoria quantica indica que as Unicas transicbes que poderiam ocorrer
seriam aquelas em que 0 numero quantico vibracional sofre alteracdo de uma
unidade. Segundo a teoria quantica, portanto, somente transi¢cbes fundamentais

poderiam existir, sendo esta restricAio denominada regra de selecdo (AEp= + 1).

Uma vez que os niveis vibracionais sdo igualmente espacados, apenas um pico de

absorcdo deveria ser observado para uma certa vibracdo molecular.®®*°
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Figura 9. Diagrama de energia de vibragdo em fungéo da distancia interatbmica para
o oscilador harménico em uma molécula diatbmica (Adaptado das referéncias 38 e
40).

O oscilador harménico representa o modelo tedrico mais simples para o
célculo de frequéncias fundamentais de moléculas diatdmicas. Contudo, esse
modelo fornece apenas uma média, ou a frequéncia central de transicbes de
estados vibracionais e rotacionais de ligacdes diatbmicas. Em moléculas
poliatbmicas, os elétrons sofrem influéncia de grupos vizinhos, influenciando o
estiramento, o comprimento e o angulo de ligacdo e, portanto, a frequéncia das
vibracbes das ligacdes quimicas. Na pratica, o modelo do oscilador harménico
possui muitas limitagdes, o que resultou no desenvolvimento de um novo modelo, o

oscilador anarménico, representado na Figura 10.%84°
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Figura 10. Diagrama de energia de vibracdo em funcdo da distancia interatbmica
para o oscilador anarménico em uma molécula diatbmica (Adaptado das referéncias
38 e 40)
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A andlise do diagrama da Figura 10 mostra que o oscilador anarménico nao
considera o igual espagamento das energias entre os niveis vibracionais, ocorrendo
uma maior aproximagdo entre os niveis nos estados vibracionais excitados das
moléculas. Com resultado, ocorrem transicdes do tipo sobretons (do inglés,

overtone) com AEy=+ 2 ou + 3.%%78

Comparando o diagrama de energia para um oscilador harménico e
anarmoénico de uma molécula diatbmica (Figuras 9 e 10, respectivamente), em
ambos o0s casos a energia potencial varia em funcédo da distancia entre as massas
dos dois atomos ligados. A partir desta observagédo para os dois modelos, pode-se
concluir que o modelo harmbnico é imperfeito. Dois dos principais e mais simples
efeitos que podem servir como exemplo das limitagdes do modelo harménico séo: a
medida que dois atomos se aproximam, a repulsdo coulombiana entre os dois
nucleos produz uma for¢ca que age na mesma direcdo da forca de restauracao da
ligacéo, assim, espera-se que a energia potencial aumente mais rapidamente do que
0 observado no modelo do oscilador harménico. Na situacdo oposta, em que a
distancia entre os atomos aumenta, ha um decréscimo na forca de restauracéo, e,
portanto, da energia potencial, sendo observado quando a distancia interatbmica se

aproxima daquela em que ocorre a quebra da ligacéo.*®*°

As equacdes de onda da mecéanica quantica, considerando o oscilador
anarmonico, permitem a obtencdo de curvas de energia potencial mais consistentes
para a estimativa de frequéncias para as vibracdes moleculares, porém, a grande
complexidade matematica destas equacdes impede sua aplicacdo em rotina.
Qualitativamente, as curvas possuem uma forma anarmdnica, que se diferencia do
comportamento harménico em alguns aspectos, dependendo da natureza da ligacao
e dos atomos envolvidos. Porém, as curvas harmobnicas e anarmonicas Sao
semelhantes para energias potenciais pequenas e com isso 0 sucesso dos métodos

de aproximac&o descritos é grande. #3942

A regido do infravermelho proximo situa-se entre a regido do infravermelho
médio e a regido do visivel, correspondente ao intervalo de nimero de onda de
4.000 cm™ a 12.800 cm™.¥3° A maioria das bandas de absorcdo nessa regido
resultam de sobretons e combinacdes de vibragbes fundamentais, que ocorrem com
intensidade de transicao cerca de 10 a 1000 vezes menor que as observadas para
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transicdo fundamental no MIR. Devido a este fato, ocorrem baixas absortividades
molares e baixos limites de deteccdo. No entanto, a radiagdo NIR penetra na
amostra com maior profundidade, o que acarreta a minimizagcdo de efeitos de

impurezas e propicia uma anélise mais representativa.3 "

Na regido do NIR, os sinais observados sdo essencialmente transicdes nas
guais as diferencas de massa sao mais pronunciadas, portanto, abrangendo
principalmente ligacdes quimicas contendo atomos de hidrogénio, com ligacdes do
tipo X-H, em que X representa atomos de oxigénio, nitrogénio, carbono de grupos
aromaticos e também grupos funcionais importantes como grupos carbonila,
ligacbes carbono-oxigénio, carbono-nitrogénio, carbono-hidrogénio, entre outros que

sofrem estiramento.384%7°

3.3 ESPECTROMETRIA DE FLUORESCENCIA MOLECULAR

A fluorescéncia molecular € definida como a emissao de luz a partir do estado
excitado de uma molécula. A excitacdo ocorre com a absor¢cdo de energia na forma
de radiacdo eletromagnética, e no processo de relaxamento para o estado
fundamental, é liberado o excesso de energia absorvida na forma de fotons,

conforme exposto na Figura 11.%%4

Estado Excitado
Niveis de
AN /\V/\V energia
\VAWZ vibracionais
A
. Emisséao de
% Absorgao Iuz -
o delluz: fluorescéncia
L excitagao
Tempo de vida
< > Y

Estado Fundamental

Figura 11. Diagrama de energia para fluorescéncia.

A fluorescéncia e a fosforescéncia se assemelham quanto a forma de

excitacdo da molécula que é feita por absorcédo de fétons de uma fonte externa de
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radiacdo. Porém, elas sdo diferentes pelo fato das transicbes eletronicas
responsaveis pela fluorescéncia ndo envolver mudanca de spin eletrdnico, mas
apenas relaxamento vibracional até niveis eletrbnicos menos energéticos sem
desemparelhar os spins. O emparelhamento de spins caracteriza o estado singleto.
Antes da emissdo de fluorescéncia, ocorre a transicdo de um estado singleto
excitado para outro estado singleto excitado menos energético. Como consequéncia,
a emisséo de fluorescéncia se manifesta em um periodo de tempo menor que 107 s,
cessando, quase que instantaneamente, quando a fonte de excitacdo é desligada.
Em contraste, na fosforescéncia ocorre uma mudanca de spin, antes da emissao da
radiacdo, com desemparelhando de elétrons. O sistema passa de um estado
singleto excitado para um estado tripleto excitado (que é mais estavel e menos
energeético). Isto faz com que a emisséo de radiacdo se mantenha por um periodo de

tempo maior, geralmente varios segundos, mesmo ap6s o término da excitacéo. 38°

Os meétodos luminescentes apresentam vantagens quando comparados com
outros métodos espectroscopicos de absorcdo, porque possuem elevada
sensibilidade, possibilidade de trabalhar em altas faixas lineares de concentracao e

limites de deteccao superiores aos encontrados na espectrometria de absorc&o.*

3.4 ESPECTROSCOPIA DE IMAGEM

A espectroscopia de imagem consiste na combinacdo da espectroscopia
convencional e a tecnologia de imagem aplicada ao mapeamento de uma regiao
definida. Nesta técnica, seleciona-se a area da amostra a ser analisada a qual é
dividida em pixels. Sdo entdo obtidos espectros a cada pixel, gerando um arranjo
tridimensional (Figura 12) em que as variaveis x e y representam as coordenadas da
area mapeada e uma terceira dimensdo contém as variaveis espectrais (A). O
procedimento de medida, em muitos casos, permite obter informacdes da amostra
sem qualquer tratamento, tais como moagem ou dissolucdo. As vantagens nao
estdo apenas em economia de tempo e custos operacionais, mas no fato das

propriedades fisicas e quimicas da amostra ndo serem modificadas.
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Pixels

Figura 12. Arranjo tridimensional dos dados gerados em espectroscopia de imagem.

Uma imagem espectral pode ser formada por centenas de milhares de
medidas, 0 que gera uma maior dificuldade no processamento e analise desses
dados. Técnicas classicas tendem a trabalhar com representacdes reduzidas da
imagem, utilizando apenas uma medida por pixel, geralmente a intensidade
acumulada, ou o sinal em um comprimento de onda especifico. Estas técnicas,
embora simples, ndo trazem as vantagens de se obter toda qualidade e quantidade
das informacdes. Contudo, elas podem ser aplicadas quando um sinal seletivo do
analito estiver disponivel, 28283

Para adquirir informacfes espaciais e espectrais simultaneamente, deve-se
definir a posicdo espacial para a area a ser mapeada. Os detectores do tipo focal
plane array (FPA) sdo compostos por milhares de elementos que formam uma matriz
de pixels, o que possibilita obter milhares e espectros por pixel simultaneamente
com tempos de aquisicdo em torno de minutos ou segundos e altas resolucées.?*#

Devido ao elevado volume de dados gerados, as respostas espectrais se
encontram correlacionadas, e em muitos casos contendo sinais sobrepostos, entéo,
métodos de andlise multivariada sdo geralmente necessarios para a analise de
imagens espectrais, sendo comumente aplicados para a identificacdo dos
componentes da amostra e efetiva extracdo de informacdes sobre a sua distribuicdo

espacial #8183

3.5 IMAGENS EM ESCALA RGB

Nas imagens digitais convencionais, as cores visiveis sao obtidas através da
combinacdo de trés 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

inglés Red, Green, Blue).?*#°

A imagem é definida como uma fun¢éo bidimensional f(x,y) na qual x e y sao
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 a sua forma
de armazenar as informacfes através da representacdo numérica dos pixels. No
caso de imagens em escala de cinza, existe uma s6 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 serd a sua

resolucao, pois cada pixel representa uma intensidade. %

Nas imagens RGB (Figura 13), cada pixel contém trés valores, que s&o
referentes as 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 entdo pode assumir 256 valores diferentes, variando de
0 a 255. Como resultado final tem-se 16 milhdes possibilidades de cores diferentes
(256°=16.777.216).%%"
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Figura 13. Representacao do cubo de cores RGB.
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Uma grande quantidade de informacfes podem estar contidas nas cores de
uma imagem, e estas informacgfes adicionais podem ser usadas para simplificar a
andlise da imagem. Trés caracteristicas sdo utilizadas para descrever as cores. O
matiz, que é determinado pelo comprimento de onda dominante. A saturacdo, que
corresponde a pureza da excitacdo e depende da quantidade de luz branca
misturada com o matiz. Matiz e saturagcdo em conjunto determinam a cromaticidade
de uma determinada cor. A intensidade corresponde a luminosidade ou

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

brilho 8788

3.6 QUIMIOMETRIA

3.6.1 Definicao

O termo quimiometria foi utilizado pela primeira vez em 1971 pelo quimico
Svante Wold.®*® Existem diversas denominagdes para a palavra “quimiometria’,
dentre as quais pode-se definir como uma éarea da quimica que emprega
ferramentas matematicas e estatisticas aplicadas a quimica para planejar ou otimizar
procedimentos experimentais, extrair o maximo de informacgdes relevantes atraves

da anélise de dados e obter o conhecimento sobre os sistemas quimicos. %2

A quimiometria € uma area a ser explorada e em desenvolvimento, pois com
a diversidade de instrumentos e técnicas instrumentais aplicados em quimica,
especialmente na quimica analitica, tem-se a necessidade da utilizacdo de
ferramentas matematicas capazes de interpretar os dados de maneira eficaz e

efetiva.

Para estimar a concentracdo de uma ou mais espécies, a partir de uma série
de medidas instrumentais, associando os valores a sua propriedade de interesse
correspondente, € necessario construir um modelo de calibracdo, ou seja,

determinar a relacdo entre propriedades e concentracées.”**

O modelo mais simples de calibracdo € obtido a partir da correlacdo entre
uma medida, por exemplo, a quantidade de luz absorvida por uma amostra em um

Gnico comprimento de onda e sua concentragdo. Este tipo de calibracdo é
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denominado univariado e os dados gerados sédo denominados dados de ordem zero.
A calibracdo univariada € o método mais simples aplicado em quimica e sua
desvantagem estd em requerer a total seletividade do detector para o analito quando

ha a presenca de interferentes.?®°°

Diferentemente, a calibracdo multivariada busca estabelecer um modelo que
relacione uma série de medidas organizadas em um vetor, realizadas para cada
amostra com uma determinada propriedade ou concentracdo de um analito. Medidas
desta natureza sdo denominadas como dados de primeira ordem. Métodos
cromatograficos e técnicas espectroscopicas sao exemplos de instrumentos que
realizam varias medidas para uma amostra em uma Unica leitura. A vantagem na
utilizacdo de dados multivariados de primeira ordem esta na constru¢cao de modelos
em que sinais nao seletivos podem ser analisados e interferentes podem ser

considerados com a utilizagdo de ferramentas matematicas. >+

Dentre os métodos de calibracdo multivariada mais utilizados, destaca-se o0s
métodos de regressao linear, tais como regressao linear multipla (MLR, do inglés
Multiple Linear Regression), regressao por componentes principais (PCR, do inglés
Principal Components Regression) e a regressao por minimos quadrados parciais

(PLS, do inglés Partial Least Squares).®*™*°

Quando é possivel a aquisicdo de uma matriz de respostas instrumentais por
amostra, emprega-se modelos de calibracdo multivariada de segunda ordem. Dentre
0s modelos de calibracdo de segunda ordem mais utilizados, destaca-se analise de
fatores paralelos (PARAFAC, do inglés Parallel Factor Analysis)’’ e resolucdo

multivariada de curvas (MCR, do inglés Multivariate Curve Resolution).?®*°
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3.6.2 Anélise de Componentes Principais

Para realizar a analise das respostas obtidas por varias medidas
multivariadas em um conjunto de dados, € necessario organizar os dados em uma
matriz (X). A analise de componentes principais (PCA, do inglés Principal
Components Analysis) tem como obijetivo principal combinar as variaveis originais da
matriz (X) e as variagbes presentes, reduzindo dimensionalidade e preservando as
informacdes relevantes da matriz. A PCA permite a interpretacdo dos resultados
devido a determinacdo das variaveis mais significantes a partir de combinacdes
lineares das variaveis originais, as chamadas Componentes Principais (CP’s).%*

A representacdo da matematica da PCA é dada pela Equacédo 2, em que a

matriz X é decomposta em duas matrizes menores:'®*%!

X = TP'+E Equacéo (2)

Em que T representa a matriz de escores, P' a matriz transposta de pesos (loadings)

e E a matriz do erro de decomposicéo.

A PCA reduz as variaveis da matriz X a um namero menor variaveis contendo
as informacdes mais relevantes, que sdo 0s escores e pesos. Esses escores séo
ponderados pelos pesos, que representam a relevancia de cada variavel. A matriz E
contém residuos de decomposicao, que a principio devem conter apenas ruido ou
comportamento aleatério.'®* A PCA permite a interpretacéo dos resultados devido &
determinacdo das variaveis mais significantes a partir de combinacdes lineares das
variaveis originais, as chamadas Componentes Principais (CP’s). O objetivo da PCA
€ condensar o0 maximo possivel da variancia da matriz X com o minimo de CP’s. A
escolha do numero de CP’s é uma decisao crucial para a interpretacdo do modelo e
deve levar em conta a quantidade de variancia modelada e o conhecimento quimico

do sistema.!0%101

3.6.3 Regresséao por minimos quadrados parciais

A regressdo por minimos quadrados parciais (PLS, do inglés Partial Least
Squares) consiste em um método de calibracdo multivariada aplicado a dados de
primeira ordem com a construcdo de modelos de regressao. Outro modelo de

7

regressdo mais simples e menos aplicado € o de regressao por componentes
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principais (PCR, do inglés Principal Components Regression). A PCR é baseado na
resolucdo de equacdes lineares relacionadas a propriedade de interesse, com a
finalidade de estimar os coeficientes de regressdo, em que a decomposicao 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 concentragdo de um ou mais analitos, propriedades fisico-quimicas,

as quais séo relacionadas com a composicédo da amostra. 13719

A diferenca entre PCR e PLS consiste na maneira em que a matriz X
(resposta instrumental) € decomposta e a informacdo de Y (propriedade de
interesse) € incorporada. Em PCR apenas a matriz X € decomposta e a regressao €
feita baseando-se nos escores de X e Y. Por outro lado, em PLS X e Y séo
decompostos conjuntamente, o que modifica a componente principal a fim de
maximizar a covariancia de X e Y. Assim, as componentes principais no modelo PLS
sdo denominadas como variaveis latentes (VL’s). As VL’s sdo posicionadas de forma
a garantir uma menor dimensao em relacdo ao espaco original das variaveis e obter

uma maxima covariancia possivel entre a matriz X e a matriz Y. 1371%

O modelo PLS é construido a partir da matriz X do tipo i x j (Xix), em que i
linhas representam as amostras e as | colunas representam as variaveis
instrumentais (absorbancia, intensidade relativa, etc.). Y é entdo uma matriz ou vetor

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

interesse (k), conforme representado pelas Equacdes 3 e 4,103
Xixj = TaPy +E Equacéo (3)
Y= TyQy+F Equagcéo (4)

O h representa o nimero de variaveis latentes do modelo. A matriz P{ e a
matriz Q}, Sdo os pesos da matriz X;,; e da matriz Y, respectivamente. A matriz Ty,
representa todos os vetores escores. As matrizes E e F representam 0s erros, ou
seja, ambas contem a variancia nao explicada pelo modelo PLS para as matrizes X

e Y, respectivamente.

41



3. Fundamentacgéo Tedrica

Para a decomposicdo do modelo PLS é necessario a utilizagdo de um
algoritmo que estime cada parametro das Equacdes 3 e 4. O algoritmo por minimos
guadrados parciais iterativo ndo linear (NIPALS, do inglés Non-linear Iterative Partial
Least Squares)04107108
inspirada do PLS (SIMPLS, do inglés Statistically Inspired Modification of PLS)*®

sdo os mais utilizados.

, € 0 algoritmo denominado modificacdo estatisticamente

O modelo PLS tem a finalidade de explicar a variancia em X e obter
simultaneamente a maior correlacdo possivel com Y. Assim, este modelo leva a
duas diferenciacdes, o PLS 1 permite que o vetor y seja modelado individualmente,
sendo que para cada propriedade de interesse € calculado um conjunto separado de
pesos e VL. No PLS 2 é calculado um anico conjunto de pesos e VL para a matriz
gue contém as propriedades de interesse (Y), as quais sao modeladas

simultaneamente.%+105107,

3.6.3.1 Pré-processamentos

Antes da construcdo dos modelos quimiométricos, € necessario realizar a
etapa de pré-processamento dos dados. Tal processo visa eliminar informacdes
indesejaveis que nao estdo relacionadas com as propriedades de interesse da
amostra, tais como, remocao de ruido e flutuacbes de linhas de base. Estas
informacées podem prejudicar a interpretacdo e a construcdo do modelo. %1%’
Existem muitos pré-processamentos que podem ser empregados, principalmente
para dados espectroscopicos, como a primeira e segunda derivada, correcdo de
sinais de espalhamento multiplicativo (MSC, do inglés Multiplicative Scatter
Correction), e outros que séo utilizados de maneira geral, como centrar na média e
autoescalamento. Uma breve descricdo dos principais pré-processamentos € feita a

seguir.:107,110—112

> Primeira ou segunda derivada em dados espectrais € um procedimento que
pode destacar ombros espectrais, bem como minimizar o efeito de inclinacdes
provocadas na linha de base dos espectros, devido a morfologia das particulas. Ao
aplicar as operacdes de derivacdo aos espectros, as informacdes contidas ao longo
dos diferentes comprimentos de onda sdo geralmente acentuadas, diminuindo a

relacdo sinal/ruido, portanto, deve-se ter cuidado com a qualidade dos espectros aos
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quais se deseja aplicar o célculo das derivadas. Pode ser realizado o alisamento
posterior dos dados a fim de minimizar a amplificacdo do ruido como etapa anterior
a derivacéo, sendo o algoritmo Savitzky-Golay o mais utilizado para esta finalidade.
> Correcdo de sinais de espalhamento multiplicativo (MSC, do inglés
Multiplicative Scatter Correction): o objetivo do MSC em dados espectroscépicos é a
minimizacdo da interferéncia relativa ao espalhamento de luz e correcao de linha de
base dos espectros. Para efeito de calculo, obtém-se o espectro médio do conjunto
de dados para o qual se deseja realizar a correcdo da linha base. Em seguida,
utiliza-se uma regressao linear dos dados originais para calcular os coeficientes
angular e linear do grafico entre o espectro ideal e o espectro que vai ser corrigido.
O espectro corrigido € 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 media, primeiro & necessario
calcular os valores medios das colunas da matriz X que contém todas as amostras
em suas linhas. Esse valor médio encontrado é subtraido de cada amostra em cada
variavel correspondente. O resultado deste pré-processamento traz apenas uma
transposicdo 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 padrédo de

cada coluna.

3.6.3.2 Andlise discriminante por minimos quadrados parciais

A analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA, do inglés
Parcial Least Squares for Discriminant Analysis) € um método de classificacédo
supervisionado, cujo objetivo é construir um modelo de classificacdo no qual as
amostras sdo divididas em grupos e tem como pré-requisito a necessidade do
conhecimento prévio das classes do conjunto das amostras a serem

analisadas.'®**A construcdo do modelo PLS1-DA é representado pela Figura 14.
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Figura 14. Desenho esquematico do modelo PLS1-DA.**

Para construgdo do modelo PLS-DA realiza-se uma calibragéo qualitativa, na
gqual a propriedade de interesse a ser determinada consiste nas amostras
pertencerem ou ndo a uma determinada classe. Ao vetor y sdo atribuidos os valores
das classes, sendo o valor 1 referente as amostras que serdo discriminadas e o
valor 0 é atribuido para as outras classes.'®"*** Assim, o modelo é construido para
cada classe. Conforme representado na Figura 14, devem ser construidos trés
modelos: 0 modelo 1 (constituido apenas com X e y;) que diferencia a Classe 1 das
Classes 2 e 3, 0 modelo 2 que diferencia a Classe 2 das Classes 1 e 3 e por fim, 0

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

Um limite de decisédo (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 a
respectiva classe, enquanto valores abaixo dele indicam que a amostra nao

pertence a classe, sendo que, para cada classe, é definido um vetor y. >

3.6.3.2.1 Validacao cruzada e determinacdo do namero de variaveis

latentes

Para estabelecer um modelo PLS é necessario a escolha do numero de
variaveis latentes (VL’s) a partir das amostras de calibracdo (também denominado
como conjunto de treinamento). O numero de VL’s é determinado através da

104197 que é baseada na

validacdo cruzada (CV, do inglés Cross-Validation),
avaliacdo da magnitude dos erros de previsao, utilizando as amostras de calibracéo

sem que elas tenham sido utilizadas na construgéo do modelo.*
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Para a realizacdo da CV, deve-ser retirar amostras do conjunto de calibragéo,
de tal forma que elas sejam utilizadas para a etapa de avaliagdo do modelo e as
restantes sdo utilizadas para a construcdo do modelo, realizando assim, uma
rotatividade de todas as amostras, que devem ser usadas nas duas etapas. Os
métodos geralmente utilizados para realizacdo da CV séo por blocos continuos (do
inglés contiguous block), deixar uma amostra de fora (do inglés leave one out),
subconjuntos aleatérios (do inglés, randon subsets) e venezianas (do inglés,
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 previsdo, que consiste da subtracdo do valor da propriedade de interesse
conhecida pela estimada, utilizando-se diferentes niumeros de VL. Em seguida, &
realizado um rodizio das amostras que sao retiradas e, apos o rodizio completo, com
todos os erros de previsdo calculados obtém-se uma estimativa da raiz quadrada do
erro medio quadratico de validacdo cruzada (RMSECV, do inglés Root Mean
Squared Error of Cross-Validation) para cada variavel latente. A Equacédo 5 expressa

a férmula do RMSECYV,101:102.104,107

N (- 902
N

RMSECV = Equacéo (5)

Em que N= numero total de amostras de calibracdo utilizadas, y; e y; (i-ésima
amostra ) sdo os valores de referéncia e valores estimados das propriedades de

interesse, respectivamente.

A escolha do niamero de VL’s para o modelo é realizada a partir da
visualizacdo do menor valor de RMSECV ou ainda, quando ndo ocorrem mudancas

significativas no valor de RMSECV.

Outra maneira de visualizar a eficiéncia do modelo consiste na determinacao
do erro médio quadréatico de calibracdo (RMSEC, do inglés Root Mean Squared

Error of Calibration), demonstrado na Equagéo 6.4

N i- 9?2
v

RMSEC = Equacéo (6)
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Em que o y; e ¥, (i-ésima amostra) sdo os valores de referéncia e o valor estimado,
respectivamente, N = niumero de amostras de calibracdo contidas no modelo e v =

namero de graus de liberdade.

A verificacdo do sobreajuste do modelo ocorre quando os valores de
RMSECV e RMSEC possuem grandes diferencas entre si, informando que o modelo
funciona adequadamente para a previsdao de amostras de calibracdo, o que néo
ocorre para outras amostras. Conclui-se que as amostras selecionadas para
desenvolver o modelo ndo sdo suficientemente representativas, o0 que demonstra um

sobreajuste do sistema em estudo, logo, o modelo construido € ineficiente para

outras aplicagdes.

3.6.3.2.2 Deteccao de amostras anGmalas

As amostras an6malas, também denominadas pelo seu termo em inglés,
outliers, sdo amostras que apresentam um comportamento diferente das demais
amostras que compdem o conjunto de dados. Esse comportamento pode ser

representado por amostras ndo representativas ou por algum erro de medida.*%’

Os outliers podem estar presentes nos conjuntos de calibracdo e validacao
(também denominados como conjunto de treinamento e conjunto teste,
respectivamente). No conjunto de treinamento, a presenca de outliers podem gerar
modelos com baixa capacidade de previsdo, ou seja, com altos valores de erro, 0
gue prejudica o desenvolvimento do modelo. Por outro lado, a presenca de outliers
no conjunto teste pode influenciar os resultados, indicando que o modelo ndo é
adequado ou possui capacidade inferior a que poderia ser apresentada na auséncia

destas amostras. %197

Os diversos métodos sugeridos para identificacéo de outliers,**”*"~2° de uma
forma geral, envolvem a observacdo dos dados com alta influéncia (do inglés
leverage) e residuos ndo modelados na matriz X e no vetor y, com a utilizacao de

um nivel pré-estabelecido de intervalo de confianca
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.3.6.4 Figuras de mérito

As figuras de mérito podem ser definidas como parametros que caracterizam
a eficiéncia do método analitico e que sao aplicadas na etapa de validacdo analitica.
A validacdo analitica visa assegurar que os resultados obtidos tenham a eficiéncia
requerida nas condicdes experimentais em que o método serd utilizado.**®**°As
especificacbes de como essas figuras de mérito devem ser estimadas e 0s niveis
aceitaveis em cada uma dependem da propriedade de interesse determinada ou da
area de aplicacdo, sendo normalmente descritas e regidas por o6rgaos de

fiscalizacéo e controle.**

As figuras de mérito para modelos de regressao e discriminacdo sao
calculadas na etapa de validacdo externa, que utiliza um conjunto de amostras
diferente do utilizado na etapa de calibracdo. A partir dos resultados obtidos na
etapa de validacdo externa, sdo calculados os parametros que demonstram a
eficiéncia do método proposto. A Tabela 3 traz a descricdo dos termos das figuras

de mérito 115,122-124

Tabela 3. Descricdo dos termos utilizados para célculo das figuras de mérito.**>*?*

Fator Abreviacao Descricao

Amostras pertencentes as demais
classes (valor de classe 0)

Falso Positivo FP o
classificadas como amostras da
classe 1
. Amostras da classe 1 classificadas
Falso Negativo FN X
como pertencentes a classe 0
Verdadeiro Positivo VP Amostras da classe 1 classificadas
corretamente como 1
Verdadeiro VN Amostras da classe 0 classificadas
Negativo corretamente como 0

i Taxa de falso positivo

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

razdo entre o numero de erros falso positivo (FP) e a soma entre os erros falso
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positivo e verdadeiro negativo (VN), sendo descrita pela Equacéo 7:'*!?*

FP
FP+VN

TFP = x 100 Equacéo (7)

ii. Taxa de falso negativo

A taxa de falso negativo (TFN) é definida pela razéo entre o numero de erros

falso negativo e a soma entre os erros falso negativo e verdadeiro positivo (Equacgao
8) 115,124

FN

e X 100 Equacéo (8)

TFN =

ii. Taxa de eficiéncia

A taxa de eficiéncia (TEF) é definida pela Equacéo 9: >

TFE =100 — (TFP+TVN) Equacéo (9)

iv. Taxa de especificidade
A taxa de especificidade ou seletividade (TSP) é definida pela razdo entre o

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

os erros falso positivo (Equacgéo 10): >4

VN
VN+FP

TSP = x 100 Equacéo (10)

V. Taxa de sensibilidade
A taxa de sensibilidade (TST) é definida pela razdo entre o namero de

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

acordo com a Equagéo 11: **>**
7ST = Y x 100 Equacio (11)
vi.  Erro médio de estimativa

Expressa o grau de concordancia entre o valor estimado ou medido e o valor
tido como verdadeiro ou de referéncia. Em calibracdo multivariada, o erro médio

pode ser estimado através da raiz quadrada do erro médio quadratico de previsao
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(RMSEP, do inglés Root Mean Squares Error of Prediction), conforme demonstrado

na Equacéo 12:'18119

N o
Y = 9)?
Np

RMSEP = Equacéo (12)
Em que y; — 9; (i-ésima amostra) sao os valores de referéncia e valores estimados
das propriedades de interesse, respectivamente, do conjunto de validagéo e N, =

numero de amostras do conjunto de validacao.

3.6.5 Resolucao multivariada de curvas

O método de resolucdo multivariada de curvas (MCR, do inglés Multivariate

3,1 sendo

Curve Resolution) foi desenvolvido pelo Professor Roma Tauler em 199
definido como um método de processamento de sinais capaz de recuperar
informagdes quando aplicado em um conjunto de dados contendo mistura de sinais.
De forma genérica, este método busca decompor uma matriz D referente a uma
resposta instrumental, em um produto de duas outras matrizes, C e S', que contém
informacdes relacionadas a intensidade ou concentracao relativa e sobre o espectro
puro de cada componente/constituinte, respectivamente. Essa decomposicdo pode
ser representada matematicamente pela Equacdo 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 residuos que contém a parte ndo modelada.?®1%61%’

D=CS"+E Equacéo (13)

O objetivo do método é a decomposicdo da matriz de dados D em perfis
puros associados a variacao de cada contribuinte representados pelas matrizes C e
ST, respectivamente. Em outras palavras, com a aplicacdo do MCR é possivel
estimar os valores de concentracdo relativa e os espectros puros dos componentes

de interesse em uma amostra. 9126127

3.6.5.1 Resolucdo Multivariada de Curvas por Minimos Quadrados
Alternantes

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

algoritmo de minimos quadrados alternantes (ALS, do inglés Alternating Least-
49



3. Fundamentacgéo Tedrica

Squares). O método MCR-ALS busca encontrar de forma interativa os perfis de
concentragfes individuais das espécies que melhor explicam a variancia dos dados
observados, com o0 minimo de erro possivel. Esta recuperacdo € baseada na ideia
de que a matriz de dados € bilinear, ou seja, que ela pode ser decomposta no

produto de duas matrizes.***12®

Para que o método MCR-ALS possa ser aplicado, os dados devem possuir
uma relagao linear com a concentracao. Outra condi¢cdo que deve ser atendida € a
andlise de posto (do inglés, 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 numero de espécies analisadas nas misturas. Este € o niumero correspondente
ao numero de linhas e colunas linearmente independentes, ou seja, 0 nimero de
vetores que ndo podem ser escritos como uma combinacéo linear dos outros.*29
131 O nuimero de componentes presentes na matriz podem ser determinados com a
estimativa do posto, que € realizada por meio da porcentagem de variancia
explicada por decomposicdo em valores singulares (SVD, do inglés Singular Values
Decomposition)*?®**2 ou PCA'?21% Também é possivel ter conhecimento prévio dos
componentes presentes na amostra e caso exista esta alternativa, o numero de

componentes podem ser definidos de acordo com a composicao.

O algoritmo ALS calcula as concentra¢des das matrizes puras C e S' a partir
das estimativas iniciais que devem ser fornecidas ao modelo. Quando esta
informacé&o nado esta disponivel, pode ser aplicado o método de selecao de variaveis
puras, utilizando os métodos de Analise de Fatores Evolucionarios (EFA, do inglés

Evolving Factor Analysis)™*'%

e métodos baseados na aproximacdo da variavel
pura (do inglés, pure)?®13¢137 Ag estimativas iniciais obtidas pelo pure selecionam
as colunas com as variaveis mais puras de acordo com o numero de fatores que
podem existir na amostra, e este método tem como base o método SIMPLISMA (do

138139 Este método assume

inglés, SIMPLe-to-use InteractiveS Mixture Analysis),
gue cada componente de uma mistura tem uma variavel com intensidade finita para
dado componente e intensidade zero para os demais. O SIMPLISMA utiliza a
variancia e critérios de similaridade para encontrar as variaveis puras, e faz uma

relacdo méaxima entre o desvio padrdo e a média.**"~**
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O algoritmo ALS inicia a otimizagdo do modelo a partir das Equacdes 14 ou
15, que dependem das estimativas iniciais obtidas para a concentragéo (Cint) € dos

perfis espectrais (S'i;) obtidos a partr da escolha do nimero de
98,99,128,130,140

componentes.
ST =c¢};D Equacdo (14)
C=D(SL0f Equacao (15)

O sinal "+" indica a operacdo de pseudoinversa. O procedimento de
otimizacdo repete os dois passos descritos nas Equacdes 14 e 15, nos quais as
estimativas iniciais sdo substituidas pelos valores estimados na interacao anterior do
ALS, até que o critério de convergéncia de minimizacdo da matriz de residuos (E)

seja alcancado ou até o algoritmo atingir o numero maximo de interacoes.
98,99,128,130,140

A solucgéo fornecida pelo modelo MCR-ALS deve ser avaliada com critério, a
partir da comparacdo com 0S espectros puros iniciais e 0s espectros recuperados,
pois tal modelo fornece diferentes solucdes a partir de diferentes combinacgdes entre
as matrizes C e S, e estas podem néo fornecer o resultado esperado referente ao
sentido quimico. Para dados espectrais, por exemplo, bandas de absor¢cdo podem
ser omitidas ou estarem presentes em determinadas regifes de uma varredura
espectral que ndo deveriam apresentar tal sinal. Esta situacdo caracteriza uma falha
de convergéncia do modelo, denominada como ambiguidade rotacional, sendo estas

caracteristicas uma desvantagem do MCR-ALS, 9128130141

Todavia, para minimizacdo dos efeitos de ambiguidade rotacional, podem ser
impostas ao MCR restricdes matematicas que tendem a diminuir o numero de
interacdes e corrigir 0s erros existentes. As principais restricdes utilizadas séo

ilustradas nas Figuras 15 (a), (b) e (c), respectivamente, e descritas a
99,126,128,130,141

sequir.

i) ndo negatividade da concentracdo e dos espectros: esta restricdo impde que
os valores de concentracdo (C) e o sinal analitico (S) (espectros,
cromatogramas, etc.) tenham apenas valores positivos,

i) balanco de massa (do inglés, closure): requer que 0 somatorio das

concentragdes relativas de uma amostra durante o processo de otimizacdo do
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modelo seja constante, ou seja, a soma de todas as concentragcbes prevista
sera igual a, por exemplo, 100 %.

iii) unimodalidade: esta restricdio é aplicada para que o sinal analitico
(cromatograma, sinal voltamétrico, perfis espectrais) apresente um Unico

ponto méximo por perfil.

(@)
—_—
0.3 ‘C 0.3 \
0.25 0.25
0.2 0.2
0.15 0.15
0.1 0.1
0.05 0.05
O | o
-0. 05‘ -0.05
-0 10 20 30 40 50 -0 o 10 20 30 40 S0
Perfil antes da restricéo Perfil apos a restricao
(b) == Crotal

T o=

Balanco de massa

Crotal

o = 70 L3 =0 =5 £ o = 70 L] Zo == ET

Perfil antes da restricao Perfil apds a restricao

10 15 20 25 30 35 40 45 50 10 15 20 25 30 as 40 a5 50

Perfll antes da restricao Perfll apos a restricao

Figura 15. RestricBes utilizadas no MCR-ALS (a) ndo negatividade, (b) balanco de
massa e (c) unimodalidade.*?®

A Figura 16 ilustra 0 MCR-ALS aplicado a decomposicdo de uma matriz de
dados usando MCR-ALS em espectroscopia de imagem. A matriz S corresponde
aos espectros puros obtidos, a matriz de concentracéo (C) é entdo desdobrada para
recuperar as informacdes contidas nos pixels. Por fim, sdo construidos mapas de
distribuicdo de cada componente a partir da matriz de concentracao das estimativas

inicias fornecidas ao modelo.
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: Intensidade Erro experimental
Matriz de Dados (D) _ ’
Espectros por pixels A Relatlv_a (C)  Espetros puros (8') (E)
o gy -+
x VWAV

—_—

Estimativas iniciais
Restricoes

Otimizagéo-ALS

Deslocamentoem Y

|
Deslocamento em X

Eixo Y

4000 4500 5000 5500 8000

Espetro recuperado

Figura 16. Representacdo esquematica da aplicacdo do MCR-ALS aos dados de
espectroscopia de imagem.
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Eixo X 800 %
Mapa de concentragao

O MCR pode ser aplicado tanto na analise de mais de uma matriz de dados
simultaneamente, quanto de uma Unica matriz. Quando o MCR é aplicado na
decomposicdo de mais de uma matriz, estas sdo 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
concentracdo. Tal procedimento gera uma matriz aumentada, que pode ser aplicado

para aquisicdo de dados em espectroscopia de imagem. 2%
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CAPITULO 4

Analise exploratoria da distribuicdo de holocelulose e lignina total

em diferentes espécies de madeira por imagem hiperespectral e
espectroscopia Raman
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4. ANALISE EXPLORATORIA DA DISTRIBUICAO DE
HOLOCELULOSE E LIGNINA TOTAL EM DIFERENTES ESPECIES
DE MADEIRA POR IMAGEM HIPERESPECTRAL E
ESPECTROSCOPIA RAMAN

Técnicas analiticas como cromatografia liquida de alta eficiéncia, gravimetria,
extracdo com solvente, sao utilizadas para a determinagdo de acucares, lignina
insoltvel e solavel e extrativos, respectivamente. As técnicas analiticas classicas
para a determinacdo da composicdo quimica da madeira tém a caracteristica de
demandar longos tempos para a execug¢do, consumir um volume grande de
reagentes quimicos gerando residuos e requer a destruicdo da amostra.***%'*® Além
disso, é importante destacar que estas técnicas sdo incapazes de apresentar
informacfes sobre a composicdo quimica da madeira a nivel microscépico ou

realizar mapeamento em regides de pequena dimensao.

O emprego de imagem hiperespectral por espectroscopia Raman (HIS-
Raman, do inglés Hyperspectral Image by Raman) tem se mostrado uma ferramenta
eficiente para o estudo da distribuicdo de celulose e lignina em tecidos de plantas.
4.9-11.37.143-146 T3] técnica oferece a vantagem de possuir boa seletividade quimica e

fornece informacdes sobre estrutura molecular e composicao da espécie estudada.

Nesse sentido, a aplicacdo desta tese consistiu na utilizacdo da HIS-Raman e
a ferramenta quimiométrica MCR-ALS para a realizacdo de um estudo exploratorio
para determinar a distribuicdo e caracterizacdo quimica de holocelulose e lignina
total em quatro diferentes espécies de madeira. Para a execucdo desta etapa
experimental, foi necessaria a realizacdo da caracterizagcdo quimica destas

espécies.

As trés espécies florestais escolhidas para a realizacédo deste trabalho foram
do género Eucalyptus, sendo: E. grandis, E. urophylla e um hibrido de E. urophylla x

E.camaldulensis.

A motivacdo da escolha de trés espécies diferentes de eucalipto para este
estudo foi baseada na sua grande aplicacdo no setor de papel e celulose,

construcdo civil, diversidade das caracteristicas e usos que o género Eucalyptus
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apresenta. Além disso, observa-se que esse género possui a vantagem de se
adaptar facilmente as mais diferentes condi¢des de clima e solo. O eucalipto se faz
presente como matéria prima na indastria de papel e celulose e ainda constitui-se

como uma importante fonte renovavel de geragéo de energia.

A quarta espécie estudada foi do género Swietenia, especificadamente a
espécie Swietenia macrophylla King (mogno), que é uma das madeiras mais
valiosas do mundo, apresentando cor, brilho, durabilidade, tratabilidade, resisténcia
fisica e beleza, de grande interesse principalmente na industria moveleira. >4’
Sua ampla exploracao levou a consideravel reducéo das populacdes existentes e fez
com que ela fosse considerada como espécie ameacada de extincdo, sendo

adicionada ao Apéndice Il da CITES em 2003.°"%®

4.1 EXPERIMENTAL

4.1.1 Determinacdo do teor de extrativos, lignina e holocelulose

pelos métodos de referéncia

As espécies florestais estudadas neste trabalho foram obtidas na Xiloteca do
Laboratério de Produtos Florestais do Servico Florestal Brasileiro (LPF/SFB) e as
analises de extrativos, lignina e holocelulose foram realizadas no laboratério da Area

de Quimica, Adesivos e Borracha Natural.

4.1.1.1 Teor de extrativos

A metodologia empregada para analise de extrativos seguiu as etapas
descritas na norma técnica internacional da associacdo da industria de papel e
celulose (TAPPI, do inglés Technical Association of the Pulp and Paper Industry

T204, “Solvent extractives of wood and pulp”).**°

Primeiramente, baldes de extracdo foram submetidos a secagem em estufa a
temperatura de 115 °C por duas horas e os mesmos foram levados ao dessecador
até atingirem temperatura ambiente. ApOs esta etapa, os baldes foram pesados e
anotados as massas. As amostras de madeira estudadas foram previamente

moidas, peneiradas e secas em estufa a 105 °C até peso constante. Apds este
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procedimento, pesou-se em balanga analitica com precisdo de 0,1 mg trés amostras
auténticas 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 extracdo de Soxhlet, separadamente.’*

Os balbes de extracdo foram preenchidos com aproximadamente 210 mL de
solucdo etanol:tolueno (1:2) e logo em seguida foram encaixados em extratores
Soxhlet e colocados sobre as placas aquecedoras. Cada extragdo ocorreu por um
periodo de aproximadamente quatorze horas. Apds a extracdo, os balGes foram
retirados das colunas e os extratos contidos nestes baldes foram submetidos ao
processo de secagem por duas horas em estufa a 115 °C. Por fim, os bal6es foram
retirados da estufa, submetidos a estabilizacdo da temperatura em dessecador e
pesados em balanca analitica com precisdo de quatro casas decimais. A
determinacao do teor de extrativos nas espécies do presente estudo foi realizada em

triplicata.

O calculo do teor de extrativos foi realizado utilizando-se Equacéo 16.

Ex(%)="2"x 100 Equacéo 16

m

Em que,

Ex = teor de extrativos em percentual (%);

m = massa da amostra descontada a umidade (Q);

m; = massa do baldo de extracdo (g);

m, = massa do baldo de extracdo + extratos apds secagem a 115°C em estufa por 2

horas (Q).

4.1.1.2 Teor de lignina insoluvel, solavel e total

4.1.1.2.1 Teor de lignina insoluvel

Para determinacdo do teor de lignina insolavel foi utilizado a metodologia

descrita por Templeton & Ehrman®®

em que o p6 das amostras das espécies
estudadas foram inicialmente submetidas a limpeza com etanol e, posteriormente,

com agua 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 acido sulfarico (H.SO4) na concentracdo de 72 % em cada
tubo, misturando-os com o auxilio de um bastédo de vidro até homogeneizagédo. Os
tubos de ensaio foram levados ao banho-maria a uma temperatura de 30 °C durante
2 horas, repetindo-se a homogeneizacdo das amostras com o auxilio de um bastao
de vidro a cada 15 minutos. Decorridas as 2 horas em banho-maria, transferiu-se o
conteudo de cada tubo de ensaio para frascos de vidro individualmente e
devidamente identificados. Adicionou-se 84 mL de agua deionizada em cada frasco
e estes foram tampados com rolhas de borracha e lacrados com anel de aluminio.
Em seguida, os frascos foram submetidos a etapa de autoclavagem a temperatura
de 121 °C por 1 h. Depois de decorrido o ciclo de autoclavagem, os frascos foram
resfriados a temperatura ambiente.

Apés o resfriamento, os conteudos de cada frasco de vidro foram
devidamente filtrados a vacuo em cadinhos filtrantes previamente secos e pesados.
Ressalta-se que as parcelas liquidas das amostras foram transferidas para
kitassatos distintos, para posterior andlise da lignina soluvel. A parcela de lignina
insoluvel foi lavada do frasco, visando transferir para cadinhos filtrantes
(devidamente identificados) qualquer lignina solida do frasco. Cada cadinho filtrante
contendo a lignina insoluvel foi submetido ao processo de secagem em estufa a 105
°C, até a estabilizacdo da massa.

O calculo do teor de lignina insoluvel foi realizado utilizando-se a Equacéo 17.
Lins(%)=%x 100 Equacéo 17

Em que,

Lins = teor de lignina insoltvel em percentual (%);
m = massa da amostra descontada a umidade (Q);
m; = massa do cadinho filtrante (g);

m, = massa do cadinho filtrante + lignina insolUvel livre de extrativos (g).

4.1.1.2.2 Teor de lignina soluvel

O teor de lignina soltvel foi determinado conforme metodologia descrita por

Templeton & Ehrman®®' a partir do filtrado obtido de cada replicata na analise de
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lignina insoluvel. Inicialmente, foi preparado um branco, medindo-se 1 mL de H,SO4
na concentragcdo de 4 % diluido com agua deionizada em baldo volumétrico de 10
mL. O filtrado obtido de cada replicata na andlise de lignina insoltuvel foi separado
em kitassatos distintos, e deste filtrado foi retirado uma aliquota de 0,50 mL com
diluicdo em agua destilada em baldes volumétricos de 10 mL, obtendo-se um fator
de diluicdo de 20 vezes. O procedimento de diluicdo resultou em trés repeticdes de
cada amostra das espécies estudadas.

Foi utilizado o espectrofotdmetro com detec¢cdo no comprimento de onda de
205 nm e cubeta de quartzo de 1 cm de caminho Optico. Inicialmente realizou-se a
leitura do branco e procedeu-se com a leitura de cada amostra jA devidamente
diluida e anotou-se os valores de absorbancias obtidos para posterior calculo da
lignina solavel.

A Equacéao 18 representa o calculo utilizado para obtencéo do valor de lignina

soluvel:

Leoiio A 87 Equacao 18
sol(A;)=Wx,:memo quag

m

Onde,

Lso = teor de lignina soltvel em percentual (%);

m = massa da amostra descontada a umidade (Q);
A = absorbancia lida pelo espectrofotdmetro;

F = fator de diluicéo.
4.1.1.2.3 Teor de lignina total

Por fim, o teor de lignina total foi obtido através do somatério entre a lignina

insoluvel (Lixs) € a soltuvel (Lsq), sendo calculado através da Equacao 19.

Lignina, ., = Lins + Lsol Equacao 19

total

4.1.1.3 Teor de holocelulose

A andlise de acUcares de cadeia linear de glicose e dos polissacarideos
xilose, galactose, arabinose e manose é feita por cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE) com detector de indice de refracdo (IR) de acordo com o0s
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procedimentos descritos por Kaar et al.™®® e Raymond & Ehrman.'*® A Tabela 4

mostra as condi¢des cromatograficas.

Tabela 4. Condicbes cromatogréficas para determinacdo da glicose, xilose,

arabinose, galactose e manose.

Marca Bio-Rad Aminex HPX-87P
Tamanho 300 mm

Coluna Diametro 7,8 mm
Temperatura 85°C
Marca Carbo-P Bio-Rad

3 Tamanho 30 mm

Pre-Coluna Diametro 4,6 mm

Temperatura 85°C

Detector indice de Refracdo

Tempo de corrida 30 min
Volume de injecdo 50 pL

Analise Cromatogréfica Agua deionizada filtrada em

Fase Movel membrana de 0,2 pum e
desgaseificada
Fluxo 0,6 mL min™

As amostras para determinacdo do teor de holocelulose foram provenientes
do filtrado obtido de cada replicata na analise de lignina insolavel. Foram retiradas
aliquotas de 20 mL e transferidas para frascos de polietiieno de 30 mL. Realizou-se
a neutralizacdo com a adicdo de 1 g de carbonato de célcio (CaCO3), que foi
adicionado lentamente com agitacdo frequente para evitar a formacdo de espuma.
Apés a neutralizacéo, os frascos foram centrifugados a 200 rpm por 10 minutos. Do
sobrenadante obtido foi retirado uma aliquota de 5 mL, que foi eluida em coluna de
troca idnica preenchida com 1,2 mL de resina da marca Bio-Rex 5% com
granulometria de 100-200 mesh.

A andlise cromatografica dos acucares contou com trés amostras distintas,
sendo cada uma filtrada em duplicata e injetada uma Unica vez, totalizando seis

injecOes para cada espécie estudada.

As solucBes utilizadas para a construgdo das curvas analiticas foram
preparadas com agua destilada e baldo 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 concentracdes que variaram entre 0,02 mg L™ & 3,0
mg L, totalizando dez niveis de concentracdo, conforme descrito na Tabela 5.

Tabela 5. Niveis de concentracbes utilizados para constru¢cdo das curvas de
calibracao da glicose, xilose, arabinose, galactose e manose.
Ponto da curva de
calibracao

Concentragdo (mg L™

0,020
0,040
0,080
0,200
0,400
0,600
0,800
1,000
2,000
3,000

Boo~v~ouorwnk

4.1.2 Preparo das laminas para analise por espectroscopia Raman

de imagem

Os corpos de prova das quatro espécies foram orientados na direcao
transversal, sendo que o estudo foi aplicado nesta superficie. Assim, realizou-se
cinco cortes com o auxilio de um micrétomo, com dimensdes de 1,0 cm x 0,5 cm x

20 um de comprimento, largura e espessura para cada espécie (Figura 17 a).

O segundo procedimento realizado foi submeter todos os cortes a extracao
sequencial utilizando acetona:agua (9:1), tolueno: etanol (2:1) e metanol por 30
minutos, em cada solvente, totalizando 90 minutos de extracdo, para a remog¢ao dos
extrativos. Ressalta-se que este processo foi realizado separadamente com cada
corte de cada espécie estudada (Figura 17 b). Apés o processo de extracdo, 0S
cortes foram acondicionados e identificados em vidros de reldgio, e submetidos ao
processo de secagem a temperatura ambiente (Figura 17 c) por 24 hs. Finalizado o
procedimento de secagem, transferiu-se, separadamente, cada corte para laminas
de vidro usados em microscopia e estas foram identificadas (Figura 17 d). ApGs esta
etapa, foi selecionado um corte para cada espécie para ser submetido a analise por

espectroscopia Raman, totalizando uma varredura espectral por espécie.
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O equipamento utilizado para obtencdo dos espectros foi 0 espectrébmetro
dispersivo Raman In Via Renishaw (Figura 17 e) equipado com detector do tipo
dispositivo de carga acoplada (CCD, do inglés Charge Coupled Device), e um
microscépio Leica, com uma objetiva de 20x, usada para focar o laser na amostra.
Os espectros foram obtidos no modo “Streamline”, laser com poténcia de 100 %,
excitacdo em 785 nm, resolucéo espectral de 6 cm™ e tempos de aquisicdo em torno
de 15 minutos para cada varredura, em cada espécie.

Figura 17. Procedimento realizado no preparo das laminas para analise de
espectroscopia Raman, (a) cortes micrométricos no plano transversal, (b) processo
de extragdo, (c) secagem, (d) lamina para microscopia e (e) equipamento Raman In
Via Renishaw utilizado para obtencéo dos espectros.
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4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, os resultados estdo divididos em duas partes. Inicialmente,
serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos das andlises pelos métodos
de referéncia dos componentes quimicos: extrativos, lignina e holocelulose. Na
segunda parte serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos com a
aplicacao da HIS-Raman.

4.2.1 Teor de extrativos

A Tabela 6 apresenta os valores obtidos na andlise de extrativos para as
espécies florestais estudadas. As meédias dos teores de extrativos obtidos foram de
32 %, 78 %, 79 % e 57 % para E. grandis, hibrido de E.urophylla x
E.camaldulensis, E. urophylla e S. macrophylla King, respectivamente. E possivel
observar que o teor de extrativos apresentou uma variacao significativa entre as
espécies estudadas. Essa variacdo pode ser explicada pelo fato dos extrativos
consistirem de uma diversidade de compostos quimicos presentes na madeira e seu
teor varia entre espécies, idade, condicbes de crescimento e também dentro da
arvore entre alburno e cerne.?” Outra consideracdo que deve ser feita é com relacdo
aos diferentes solventes e misturas que podem ser utilizados na analise e diferentes
tempos de extracdo.'™ 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 analises classicas desta tese séo
validados e aplicados em rotina no Laboratorio de Produtos Florestais do Servi¢o

Florestal Brasileiro.

Tabela 6. Teor de extrativos

Teor de extrativos (%)

Hibrido de

Replicata E. grandis  E.urophylla x E. urophylla S. macrophylla

E.camaldulensis 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 padréo 0,06 0,17 0,10 0,20
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4.2.2 Teor de lignina insolavel, soluvel e total

S&o apresentados na Tabela 7 os valores encontrados de lignina insoluvel,
lignina soltvel e lignina total nas espécies abordadas neste estudo, sendo que o0s
valores médios do teor de lignina total foram 28,6 %, 28,7 %, 24,7 % e 26,5 % para
E. grandis, hibrido de E.urophylla x E.camaldulensis, E. urophylla e S. macrophylla
King, respectivamente. Assim como no caso do teor de extrativos, pode-se observar
variacdes entre os teores de lignina obtidos entre as espécies estudadas, sendo que
essas diferencas também foram consideradas dentro do esperado para estas
espécies.

Tabela 7. Teor de lignina insoluvel, lignina soluvel e lignina total
Teor de Lignina Insoluvel (%)

. . Hibrido de S. macrophylla
Replicata E. grandis E.urophylla X E. urophylla Kin
E.camaldulensis g
1 27,9 26,9 21,1 27,2
2 25,3 24,4 22,7 249
3 25,5 24,8 23,3 21,1
Média 26,2 25,4 22,4 24,4
Desvio padrao 1,49 1,31 1,11 3,11
Teor de Lignina Solavel (%)
: . Hibrido de S. macrophylla
Replicata E. grandis E.urophylla x E. urophylla .
E.camaldulensis 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 padrao 0,11 0,14 0,13 0,10
Teor de Lignina Total (%)
Hibrido de

E. grandis  E.urophyllax  E. urophylla S. macrophylia

E.camaldulensis King
28,6 28,7 24,7 26,5
Desvio padrao total 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
determinacdo de holocelulose por diferenca, subtraindo de 100,0 % os teores
percentuais de lignina total e cinzas livres de extrativos, denominado como método

semi-quantitativo. Santana e Okino™*

estudaram a composicdo quimica de 36
espécies da Floresta Amazodnica Brasileira e descreveram que o método semi-
guantitativo de determinacédo de holocelulose sempre apresenta valores de lignina
residual, podendo elevar ou diminuir o teor de holocelulose, e também sugerem a
utiizacdo da andlise cromatogréfica para esta determinacdo. Os teores de
holocelulose (que representa a associacdo da celulose com as hemiceluloses)
obtidos neste estudo sdo apresentados na Tabela 8, em que as médias encontradas
foram 58,9 %, 57,3 %, 55,6 % e 57,3 % para E. grandis, hibrido de E.urophylla x

E.camaldulensis, E. urophylla e S. macrophylla King, respectivamente.

Tabela 8. Teor de holocelulose obtido pela analise cromatografica.

Teor de holocelulose (%)
Hibrido de
Replicata E. grandis  E.urophyllax  E. urophylla

S. macrophylla

E.camaldulensis King

1 60,5 59,5 57,7 57,5

58,6 56,4 55,3 56,6

5 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 Padrao 1,10 1,58 1,12 0,44

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 tendéncia observada nos resultados obtidos.*"**® 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, € sugerido na literatura que estes parametros sejam

correlacionados com a densidade basica, com o aumento da idade e na amostragem
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um

Deslocamento em vy /
4

quanto a posicdo do disco ao longo do tronco da arvore.3***1>"1%9 Novamente, os
teores estimados foram considerados concordantes com os teores de holoceulose
esperados para estas espécies.

4.2.4 |dentificag&o das estruturas anatomicas

Foi selecionada a regiao central em cada lamina que comportava a amostra
para realizacdo do mapeamento. A Figura 18 representa as fotos obtidas no
espectrometro dispersivo Raman In Via Renishaw com o aumento de 20 vezes para
(a) E. urophylla, (b) hibrido de E.urophylla x E.camaldulensis e (c) S. macrophylla
King, nas quais é possivel visualizar a area de varredura. Ressalta-se que, por falha
de analise dos dados, ndo foi obtida a foto do E. grandis, por isso a mesma nao foi
apresentada neste trabalho.

Area mapeada

Area mapeada Lumen do
Vaso -100
Lumen do vaso Area com ’\f ¢a mapeada
Fibras 50 Area com

Vasos 4
Fibras

i [ umen do

50 -100 50 0 50 100 150 -150 00 50 9o '50 v100 150

Deslocamento em x / jtm

Figura 18. Fotos obtidas no espectrometro dispersivo Raman In Via Renishaw com o
aumento de 20 vezes no plano transversal (a) S. macrophylla King, (b) hibrido de
E.urophylla x E.camaldulensis e (c) E. urophylla.
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As estruturas observadas na Figura 18 evidenciam alguns componentes
anatomicos que podem ser visualizados no plano transversal, sendo os vasos (ou
poros) que representam pequenos orificios, as fibras, que formam a parte mais
escura e 0s raios que aparecem como linhas estendidas.?* Os célculos e a
construcao das imagens foram efetuados em ambiente Matlab (versdo 7.12 R2011a)
e as rotinas para a execucdo do MCR-ALS foram realizadas com o MCR toolbox.*®°
Os resultados séo apresentados nas proximas sec¢oes.

4.2.5 Pré-processamento dos dados iniciais

Para a andlise da area de varredura espectral ilustradas nas Figuras 18 (a),
(b), (c) e (d), foi selecionada uma area de 4 mm? e resolucado espectral de 6 cm™. O
espectro em cada pixel foi obtido com 1 segundo de exposi¢céo na regidao de nimero
de onda de 723 a 1817 cm™, obtendo-se um total de 3162, 2856, 2530 e 2499
espectros para o hibrido 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) sao ilustrados os dados espectrais

apos a aplicacao do filtro, respectivamente.
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Figura 19. Espectros Raman iniciais (a) hibrido de E.urophylla x E.camaldulensis, (b)
E. grandis, (c) E. urophylla e (d) S. macrophylla King.
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Figura 20. Espectros Raman apdés a aplicacédo do filtro (a) hibrido 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 presenca de ruido espectral intenso
e flutuagbes na linha de base, sendo que as origens destes fenGmenos estédo
associadas ao modo Streamline de aquisicdo dos dados e a presenca de
fluorescéncia 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 rapida, com tempo de aproximadamente 15 minutos. Porém, devido ao
menor tempo de exposicdo e a poténcia do laser ser dividida, a presenca do ruido
espectral foi intensificada. E importante destacar que tal efeito pode ser minimizado
com a utilizagcdo de um tempo maior de exposicao da amostra ao feixe de laser para
gue o efeito do espalhamento Raman se intensifique e se sobressaia ao ruido.
Contudo, devido a limitacbes de tempo, esse modo de aquisicdo nao foi utilizado. Na
tentativa de reduzir o ruido presente nos dados, antes da analise por resolucéo
multivariada de curvas (MCR), foi aplicado um filtro (Figuras 20 a, b, ¢, d) baseado
na analise de componentes principais (PCA) utilizando 7 componentes, sendo que
acima de 7, para todas as espécies, 0s pesos da PCA apresentavam apenas 0
ruido. Ressalta-se que o filtro aplicado € componente do software do equipamento
utilizado.

A PCA é comumente aplicada com o objetivo de alcancar o conjunto de
variaveis que contenha todas as informacdes com dimensionalidade reduzida,
proporcionando uma interpretacdo simplificada. No caso da aplicacdo de PCA aos
dados iniciais, o método procurou modelar toda a informacdo sistematica, com
combinacgdes lineares dos espectros obtidos, descartando informacgdes irrelevantes
de forma que apenas a parte mais relevante seja considerada e explicada com
maximo possivel da variancia e com o minimo de componentes principais.'?"1*162

A aplicacdo do filtro objetivou eliminar os efeitos indesejaveis, tais como o
ruido proveniente do detector. Além disso, os detectores CCD sao altamente
sensiveis e vulneraveis aos raios césmicos que atingem a Terra, que S&o
interpretados como sinal e denominados como spikes. Os spikes séo representados
como linhas pontiagudas de emissdo e séo gerados devido a passagem de
particulas de alta energia através do detector. Estes sdo totalmente aleatoérios e
geralmente afetam apenas um pixel de cada vez.'®>** Os raios césmicos foram

eliminados a partir do filtro do proprio equipamento.
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Ap0s a aplicagéo do filtro foi possivel visualizar nas Figuras 20 (a, b, c, d) que
houve a minimizacdo do ruido e ligeira estabilizacdo da linha de base, com
consequente melhoria da qualidade dos espectros.

4.2.6 Analise dos dados por MCR-ALS utilizando o0 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 sédo as
dimensbes espaciais e a terceira dimensao corresponde aos niumeros de onda dos
espectros. Para aplicacdo das ferramentas quimiométricas em imagens espectrais é
necessario o desdobramento para a constru¢cdo de uma matriz de dados, que
contenha duas dimensdes: o nimero de espectros por nimero de onda (cm™),
sendo que esta etapa foi realizada apds a correcao de spikes e aplicacao do filtro
por PCA.

A matriz de dados completa foi composta por (espectros x variaveis): 3162 x
1015, 2856 x 1015, 2530 x 1015 e 2499 x 1015, para o hibrido de E.urophylla x

E.camaldulensis, E. grandis, E. urophylla e S. macrophylla King, respectivamente.

Para utilizacdo do MCR-ALS, a primeira etapa € realizada a partir do
conhecimento dos constituintes da amostra, cuja finalidade € estimar o nimero de
componentes a fim de utilizar esta informac&o na execuc¢ao do algoritmo ALS e gerar
as estimativas iniciais. Neste estudo, o primeiro teste utilizado para a selecdo do
namero apropriado de componentes presentes na matriz, ou seja, a estimativa do
posto da matriz foi por meio da porcentagem de variancia explicada por
decomposicdo em valores singulares (SVD), sendo escolhidos quatro componentes.
Tal escolha foi motivada a partir da observacdo dos maiores valores singulares de
cada componente, pois a partir do quinto, este valor explicava apenas o ruido

espectral.

Para a determinacao das estimativas iniciais, foi adotada a rotina “pure”, que
€ baseada no algoritmo ALS e que tenta encontrar 0 espectro mais puro de cada
componente na matriz 14014116518 pestaca-se que o MCR aplicado & andlise de
imagens busca espectros linearmente independentes e nao espectros de
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substancias puras, portanto, tudo o que estiver homogéneo na analise por imagens
irh gerar somente um espectro e serd identificado como sendo somente uma
substancia ou componente, ainda que esse espectro seja resultante da mistura de
dois ou mais espectros de substancias presentes na madeira. Nao obstante, a
expressao “espectro puro” nao se refere a um componente puro, mas sim, a soma
de componentes que tenham concentragbes constantes em determinadas regides
da imagem. A Figura 21 ilustra as etapas realizadas.

Matriz de
Dados (D)
l Espectros
Perfis de recuperados
Determinacéao do concentracao oy N
numero de N
componentes Vi i
| Cy [Xown_ry e
SVvD
4 componentes
| Otimizacao
Estimativas ALS

iniciais - Pure I

. . Restricao nas
Restricdo nas linhas &
colunas

(Espeetios) (concentragdes)

i

Nao-negatividade

Figura 21. Etapas para a realizacdo da analise por MCR-ALS com espectro
completo.

Por meio do algoritmo ALS foram recuperados 0s quatro espectros puros, e a
restricdo utilizada foi a ndo negatividade da concentracdo e dos espectros. Ressalta-
se que, devido ao fato dos espectros terem sido utilizados sem a aplicacdo de
gualquer pré-processamento, a restricdo de ndo negatividade foi usada tanto do
perfil espectral como do perfil de concentracdo. A Figura 22 representa o perfil dos

guatro espectros recuperados para o hibrido 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 o0s quatro espectros do hibrido de E.urophylla x
E.camaldulensis.

A partir da andlise da Figura 22 é possivel observar que o Componente 1
apresenta intensidades que se distinguem dos demais componentes e este sinal foi
atribuido ao espectro da lamina de vidro que serviu como suporte aos cortes
micromeétricos das espécies estudadas.

O Componente 2 foi identificado como a lignina devido ao espectro obtido
apresentar bandas em 1600 cm™ e 1330 cm™ (Figura 23). A banda em 1600 cm™ é
atribuida ao estiramento simétrico dos aneis aromaticos presentes nos mondmeros
formadores da lignina e representa um sinal comumente usado para sua
caracterizacdo em espectroscopia Raman.’!*®¥*"1"1 A phanda em 1330 cm™ é
correspondente a vibracGes das ligagdes Aril-OH ou Aril-O-CH3 sendo que estas

ligacdes também se fazem presentes nestes monémeros.”%"+172
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Figura 23. Perfil do espectro recuperado pelo MCR-ALS da lignina referente ao
hibrido de E.urophylla x E.camaldulensis, apresentado como Componente 2 na
Figura 22.

O Componente 3 foi identificado como interferéncia de fundo (background),
relacionado a presenca dos extrativos que séo responsaveis pela fluorescéncia da
amostra (Figura 24). Foi realizado o procedimento para tentar promover a remocao
dos extrativos nos cortes micrométricos das espécies florestais estudadas com a
utilizacdo de uma extracdo sequencial com solvente® utilizando acetona: agua (9:1),
tolueno: etanol (2:1) e metanol por 30 minutos em cada solvente. A estratégia de
remocdo com solvente se justifica por estes compostos conterem estruturas
aromaticas que também poderiam contribuir com bandas de absor¢cdo em nimeros
de onda por volta de 1600 cm™, que é a banda atribuida & lignina*, o que poderia
levar a sobreposicdo do sinal nesta regido. Além disso, procurou-se minimizar o
efeito de fluorescéncia que estes componentes apresentam nos espectros Raman
guando excitados em comprimentos de onda mais curtos, principalmente na regido

do visivel 11,167,173-175
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Figura 24. Perfil do espectro recuperado pelo MCR-ALS da interferéncia de fundo
(background) referente ao hibrido 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 a hemicelulose. Ressalta-se que no espectro
Raman, as bandas de celulose e hemicelulose encontram-se sobrepostas devido a

semelhanca estrutural existente entre estes dois compostos.

O espectro Raman ilustrado na Figura 25 apresentou bandas em 1098 cm™ e
1123 cm’ (estiramento das ligacbes C-C e C-O presentes na celulose e na
hemicelulose, respectivamente), 1150 cm™ (flexdo das ligacdes H-C-H da celulose),
1378 cm™ (flexdo das ligacdes H-C-O e H-O-C da celulose) e em 1460 cm™ (flexdo

das ligagdes H-C-H e H-O-C).4%-11:36,142145.167,168.173
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Figura 25. Perfil do espectro recuperado pelo MCR-ALS da celulose e hemicelulose

referente ao hibrido de E.urophylla x E.camaldulensis, apresentado como
Componente 4 na Figura 22.

O procedimento de analise dos dados por MCR pela rotina “pure” foi aplicado
a matriz de dados espectrais da espécie S. macrophylla King, sendo que os
espectros recuperados apresentaram aspecto semelhante aos obtidos para o hibrido
de E.urophylla x E.camaldulensis, conforme demonstrado nas Figuras 26 (a, b, c, d),
gue ilustram os quatro espectros recuperados, referentes a lignina, a interferéncia de

fundo (background) e a celulose e hemicelulose, respectivamente.
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Figura 26. Perfil dos espectros recuperados pelo MCR-ALS para S. macrophylla

King. (a) quatro espectros, (b) lignina, (c) interferéncia de fundo (background) e (d)

celulose e hemicelulose.

Para o E. grandis e o E. urophylla foi aplicado o mesmo procedimento, porém,
comparativamente as duas espécies descritas anteriormente, ndo foram
identificados de forma clara e nitida as bandas especificas relacionadas a celulose,

a hemicelulose e a lignina.

As Figuras 27 e 28 (a, b, c, d) ilustram o perfil dos quatro espectros
recuperados pelo MCR-ALS, e os espectros referentes a lignina, a interferéncia de
fundo e a celulose e hemicelulose para o E. grandis e o E. urophylla,
respectivamente. Uma possivel explicacdo para este resultado pode ser atribuida a
fluorescéncia apresentada por estas espécies, 0 que ndo permitiu a obtencédo de

espectros Raman com sinais caracteristicos.
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Figura 27. Perfil dos espectros recuperados pelo MCR-ALS para o E. grandis (a)
guatro espectros, (b) lignina, (c) interferéncia de fundo (background) e (d) celulose e
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Figura 28. Perfil dos espectros recuperados pelo MCR-ALS para o E. urophylla (a)
guatro espectros, (b) lignina, (c) interferéncia 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 flutuacdes na linha de base e alta intensidade de
ruido. Os espectros recuperados das espécies E. grandis. e E. urophylla podem ter
sido influenciados por estas variagcdes, as quais produziram uma interferéncia
espectral que resultou na deformacdo das bandas de interesse relativas a celulose,
a hemicelulose e a lignina, limitando assim, o desempenho do método aplicado.

4.2.7 Analise dos dados por MCR-ALS com selecdo de regides

espectrais

Com o objetivo de melhorar os resultados obtidos por MRC-ALS com espectro
completo, tentou-se executar o MCR selecionando regides espectrais, porém, sem
perder informagdes. Esta selecdo tem como finalidade conduzir os resultados de
concentracfes dos componentes de interesse aos mais proximos dos esperados na
etapa de construcdo dos mapas de concentracdo. Desta forma, selecionou-se a
regido espectral em que foram observadas as bandas especificas que permitiram a
identificac&o da celulose, hemicelulose e lignina.

Foram testados varios intervalos espectrais e a regido selecionada foi de
1203 a 860 cm™ (301 variaveis) para a matriz de dados da celulose e 1817 a 1544
cm™ (275 variaveis) para a matriz de dados da lignina. Esta selecdo foi realizada na
matriz de dados completa, para cada espécie, separadamente.

A partir do conhecimento obtido na analise por MRC-ALS com espectro
completo, na qual identificou-se 0s principais compostos existentes, a etapa seguinte
consistiu na construcdo da matriz de dados que representasse as estimativas
iniciais. Para analise da celulose e hemicelulose, as estimativas iniciais constaram
de uma matriz que continha o espectro medido no reagente padrao de celulose (99,5
%, Sigma-Aldrich), o espectro recuperado referente ao background e a interferéncia
da lamina de vidro, os quais foram obtidos na analise por MCR-ALS com a utilizacéo
do espectro completo. A escolha do nimero de componentes presentes na matriz
(estimativa do posto da matriz) foi feita manualmente como 3 componentes e a
restricdo utilizada foi a ndo negatividade nos perfis de concentracdo e espectral,

conforme ilustrado na Figura 29.
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Matriz de dados selecionados
(D) - 301 variaveis

1

Determinacéao do
numero de
componentes

co

Manual
3 componentes

Estimativas iniciais — Manual:
matriz com os espectros da
celulose e hemicelulose (C+H),
background (B) e vidro (V)

|

Perfis de
ncentracéo Espectros
recuperados
C+H . N
= A

S

\V/ \/v\ 7 N

1

Otimizacao
ALS

|

Restricao nas linhas
(espectros)

.-

Nao-negatividade

Restricao nas

(concentracdes)

colunas

Figura 29. Etapas para a realizacédo da analise por MCR-ALS com selecéo de regiao
espectral para determinacéo da celulose e hemicelulose.

Para a determinacéo da lignina, ndo

foi obtido o espectro a partir do reagente

padrdo devido a intensa fluorescéncia apresentada. Entdo, a estratégia utilizada

para a representacdo das estimativas iniciais aplicada na selecdo de regido

espectral foi construir uma matriz com dois componentes: o espectro recuperado

referente a interferéncia de fundo (backgroud) e o espectro recuperado referente a

lignina, obtidos na andlise por MCR-ALS com espectro completo. A restricdo

utilizada foi a ndo negatividade nos perfis de concentracéo e espectral (Figura 30).
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Matriz de dados selecionados
(D) - 275 variaveis

Perfis de
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- A
numero de N
o LIG AN
ponentes /
|
Manual
2 complonentes I
Estimativas iniciais — Manual:
matriz com o espectro referente ao Otimizacao
background (B) e a lignina (L) ALS

I |

Restricao nas
colunas
(concentracgées)

—

Nao-negatividade

Restricao nas linhas
(espectros)

Figura 30. Etapas para a realizacédo da analise por MCR-ALS com selecéo de regiao
espectral para determinacéo de lignina.

Ressalta-se que as etapas descritas nas Figuras 29 e 30 com selecdo da
regido espectral foi realizada para o hibrido 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 0os compostos

presentes, ou seja, identificar a celulose, hemicelulose e lignina.

A Figura 31 (a) ilustra a sobreposicdo do espectro padrdo da celulose com
espectro recuperado deste componente obtido pelo MCR-ALS com selecdo de
regidio espectral para o hibrido de E.urophylla x E.camaldulensis. E possivel
observar a semelhanca entre 0s mesmos, com a sobreposicdo das bandas tipicas
referentes a celulose e hemicelulose, conforme ja discutido na secdo anterior. A
Figura 31 (b) mostra o espectro recuperado para a lignina, que nao consta o
espectro do padréo, contudo, foi possivel identificar uma banda intensa na regido do

ntmero de onda de 1600 cm™ tipica da lignina.*
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Figura 31. Perfil dos espectros recuperados pelo MCR-ALS do hibrido de E.urophylla
x E.camaldulensis com selecdo da regido espectral (a) (-----) padrdo de celulose
(sobreposicédo), (—) celulose e hemicelulose, (—) interferéncia de fundo, (—)

interferéncia do vidro; (b) (—) lignina e (—) interferéncia de fundo.

De forma analoga, foi aplicada a mesma rotina de selecao de regido 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 sobreposicdo do

espectro padrédo da celulose com espectro recuperado obtido pelo MCR-ALS e (b)

gue mostra o espectro recuperado para a lignina.
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Figura 32. Perfil dos espectros recuperados pelo MCR-ALS para S. macrophylla
King com selecao da regido espectral (a) (-----) padrdo de celulose (sobreposicao),
(—) celulose e hemicelulose, (—) interferéncia de fundo, (—) interferéncia do vidro;

(b) (—) lignina e (—) interferéncia de fundo.
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Para o E. grandis e E. urophylla os espectros recuperados sao apresentados
nas Figuras 33 (a e b) e Figuras 34 (a e b), respectivamente.
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Figura 33. Perfil dos espectros recuperados pelo MCR-ALS do E. grandis com
selecdo da regido espectral (a) (-----) padrdo de celulose (sobreposicéo), (—)
celulose e hemicelulose, (—) interferéncia de fundo, (—) interferéncia do vidro; (b)
(—) lignina e (—) interferéncia de fundo.
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Figura 34. Perfil dos espectros recuperados pelo MCR-ALS do E. urophylla com
selecdo da regido espectral (a) (-----) padrdo de celulose (sobreposi¢céo), (—)
celulose e hemicelulose, (—) interferéncia de fundo, (—) interferéncia do vidro; (b)
(—) lignina e (—) interferéncia 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 flutuagdes na linha de base e alta
intensidade de ruido, o que impossibilitou a visualizagdo das bandas que
caracterizam estes compostos. J& para a lignina, a banda em 1600 cm™ também n&o
foi obtida de forma satisfatéria. Estas variacdes prejudicaram o desempenho do

método MCR-ALS para estas duas espécies.

4.2.8 Estimativas das concentracdes de holocelulose e lignina total
por MCR-ALS

Ap6s a analise por MCR-ALS e identificacdo das bandas referentes a
holocelulose e lignina total, foram construidos os mapas de concentracdo destes
elementos para cada espécie estudada. Estes mapas representam a distribuicdo

destes componentes na area da varredura espectral.

A obtencdo das estimativas das concentracdes em cada pixel (yi), foi
realizada a partir da relacao direta entre a média da concentracdo de holocelulose

(Yhotocenr) € lignina total (¥,;4¢,.), Obtidas pelo método de referéncia e a intensidade

relativa média estimada para cada composto pelo MCR-ALS com selecéo da regiéo
espectral (média da intensidade relativa de todos os pixels do mapa de
concentracdo de cada constituinte). Por exemplo, para a intensidade relativa da
holocelulose em um determinado pixel aqui denominado como i ( Inoipceni) @

concentracao é obtida pela seguinte equacao:
Yholocell,i = (Iholocell,i * yholocell)/l_holocell Equac;éo 20
Em que:
Ynoocenn = Média de holocelulose obtida pelo método de referéncia (%),
Inowocen,; = intensidade relativa de holocelulose no pixel i (u.a),
Lnoiocen, = 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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Viigtot,i = ligtot,i * yligtot)/l_ligtot Equacéo 21
Viigtor = Meédia de lignina total obtida pelo método de referéncia (%),
Ligeor,i = intensidade relativa de holocelulose no pixel i (u.a),
Ligeor = intensidade relativa média de lignina total (u.a).

Inicialmente, é apresentado na Figura 35 (a), o0 mapa de intensidade referente
a lamina de vidro para o hibrido de E.urophylla x E.camaldulensis. A partir da
comparacao deste mapa com a foto da area de varredura espectral (Figura 18 b),
observa-se que o ruido espectral (correspondente a toda area em azul) se distingue
da intensidade do lume do vaso (apresentado em vermelho). O lume do vaso refere-
se ao espaco nao preenchido, ou seja, corresponde a lamina de vidro, sendo esse 0
principal resultado que permitiu a sua identificacdo. Para a S. macrophylla e
E.urophylla (Figuras 35 (b) e (c), respectivamente), os mapas sdo analogos ao
descrito para o hibrido de E.urophylla x E.camaldulensis. Ressalta-se a semelhanca
das imagens de cada espécie com suas respectivas fotos demonstradas nas Figuras
18 (aec).

Concentracdo/ % (b) (C) Concentracéo/ %

pum

Deslocamento em y
i 2 [

-50 0 50 100 -100 50 0 50 100

Deslocamento em X / pim

Figura 35. Mapa de intensidade relativa atribuido a lamina de vidro (a) hibrido de
E.urophylla x E.camaldulensis, (b) S. macrophylla King e (c) E. urophylla.

Os mapas de concentracdo e os histogramas da holocelulose e da lignina

total para o hibrido de E.urophylla x E.camaldulensis sdo apresentados nas Figuras
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36 (a, b, c, d), nas quais a unidade encontra-se em percentual, uma vez que a
concentracdo média determinada pelo método de referéncia permite obter a
estimativa da concentragao em cada pixel, conforme descrito nas Equacdes 20 e 21,
respectivamente. Ressalta-se que 0s mapas de concentracdo do hibrido de
E.urophylla x E.camaldulensis e para S. macrophylla King foram construidos a partir
da analise por MCR-ALS com selecéo da regido espectral.
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Figura 36. Mapas de distribuicdo da concentracdo e histogramas para o hibrido de
E.urophylla x E.camaldulensis (a, c) holocelulose, (b, d) lignina total. As barras
vermelhas representam 1,0 % dos percentis de distribuicdo

O mapa de concentracdo e o histograma para a holocelulose (Figuras 36 a e
c) apresentam concentracfes que variaram entre 9 % a 100 %, estando a
holocelulose distribuida por toda a area mapeada, com excecao do lume do vaso.
Considerando o erro experimental, referente a andlise por MCR-ALS, as
concentragcfes acima de 100 % sdo obervados em um pequeno numero de pixels e
valores de concentracdo com 0 % foram observados no lume do vaso. A excluséo
do percentil de 1,0 % do lado direito do histograma (Figura 36 c), mostram que

poucos pixels apresentam valores estimados com concentra¢cées acima de 100%.
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Da mesma forma, com a exclusdo dos percentis do lado esquerdo indicou que
apenas 1,0 % dos valores possuem concentracdes em torno de 0 %. Quando
excluidos os percentis de ambos os lados da distribuicdo, que correspondem a um
intervalo de confianca de 98 %, a faixa de concentragéo para holocelulose foi de 9 %
a 88 %.

Para a lignina total, foram observados valores que variaram entre 0,1 % a
51,0 % na area mapeada (Figura 36 d). Com a exclusao dos percentis, os valores
variaram entre 5 % a 44 % na maioria dos pixels. Esta faixa pode ser considerada
satisfatoria, devido aos fatores observados nos espectros estimados para
holocelulose e a lignina, como ruido espectral intenso e também a sobreposicéo de
bandas referentes a celulose e hemicelulose. Outro ponto a ser considerado é a
interferéncia de fundo (background), que pode ter influenciado para elevar o valor

dos compostos estudados.

Para a area mapeada, observa-se a distribuicdo da holocelulose com maiores
concentracfes nas fibras e nos vasos (poros), enquanto que, para a lignina total, as
maiores concentracdes sdo observadas nos raios e nas fibras. Esta distribuicdo
corrobora com as estruturas anatomicas, pois as fibras correspondem ao tecido de
preenchimento e sustentacdo, sendo formadas pela deposicdo de celulose,
componentes fibrilares, lignina, hemicelulose. Nos raios é comum haver o acumulo
de substancias como amido e peptideos. Os vasos séo células cilindricas, dispostas
umas sobre as outras, formando longos tubos, por onde circula a dgua com os
nutrientes. O lume do vaso é a denominacao dada ao espaco interno dos elementos
anatdémicos.?* No lume do vaso n&o foram obtidos pontos com intensidade de sinal
da concentracdo em ambos os mapas de distribuicdo, o que é um resultado
consistente com o0 esperado neste estudo, uma vez que, na area de varredura
espectral obtida para o hibrido de E.urophylla x E.camaldulensis, o lume consiste de

espaco vazio, ou seja, corresponde a lamina de vidro.

As Figuras 37 (a, b, ¢, d) trazem os mapas de concentracdo e os histogramas

da holocelulose e da lignina total para S. macrophylla King.
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Figura 37. Mapas de distribuicdo da concentracdo e histogramas para S.
macrophylla King (a, c¢) holocelulose, (b, d) lignina total. As barras vermelhas
representam 1,0 % dos percentis de distribuicdo
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A area de varredura contemplou as estruturas anatbmicas das fibras, raio e
lume do vaso. No mapa de distribuicdo da holocelulose (Figura 37 a) séo
observados teores entre 20 % e acima de 100 %. Para a lignina, o valor minimo foi
de 16 % e o maximo de 69 % (Figura 37 b). Com a excluséo dos percentis de cada
lado dos histogramas (98 % de intervalo de confianca), as faixas de concentracdo
foram de 7 % a 109 % e 18 % a 59 % para a holocelulose e lignina total,
respectivamente. Na regido mapeada, a maioria dos pixels apresentaram
concentragdes entre 40 % a 80 % para holocelulose e 20 % a 30 % para lignina total
nas fibras e nos vasos.

Com relacdo ao E. grandis e E. urophylla, esperava-se obter mapas de
concentragcfes préoximos aos obtidos com o hibrido de E.urophylla x
E.camaldulensis, por se tratar de espécies de eucalipto e por contemplarem
estruturas anatbmicas semelhantes. Contudo, destaca-se que, devido as
interferéncias espectrais identificadas nos espectros recuperados com selecédo de

variaveis da holocelulose e da lignina total, para estas duas espécies os mapas de
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distribuicAo da concentracdo apresentaram o sinal destes componentes com
maiores variagcbes e menores intensidades, ou ainda, observou-se a sobreposicéo
dos sinais. Entdo, construiram-se as imagens a partir dos espectros recuperados
obtidos na analise com o espectro completo. Os mapas de concentracdo com 0sS
respectivos histogramas para o E. grandis e E. urophylla sdo apresentados nas

Figuras 38 e 39, respectivamente.
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Figura 38. Mapas de distribuicdo da concentracdo e histogramas para o E. grandis
(a, ¢) holocelulose, (b, d) lignina total. As barras vermelhas representam 1,0 % dos
percentis de distribuicdo.

Na Figura 38, referente ao E. grandis, a area de varredura possui as
estruturas anatbmicas fibra, raio e lume do vaso. No mapa de distribuicdo da
holocelulose (Figura 38 a) foi possivel 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 ocorréncia de teores acima de 100,0 %. Contudo, com a excluséo
dos percentis de cada lado dos histogramas, a variacao 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.
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Figura 39. Mapas de distribuicdo da concentracao e histogramas para o E. urophylla
(a, ¢) holocelulose, (b, d) lignina total. As barras vermelhas representam 1,0 % dos

percentis de distribuicao.
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A distribuicdo 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 exclusdo dos percentis, os teores de
holocelulose e lignina total variaram entre 22 % a 321 % e 7 % a 93 %,
respectivamente. Ressalta-se que as maiores variagbes no teor encontram-se
apenas em alguns pixels localizados na regido das fibras. Na maior parte da
varredura espectral, os pixels apresentaram as concentracdes entre 50 % a 100 % e
20 % a 60 % para holocelulose e lignina total, respectivamente, localizados nas
fibras.

As informacdes obtidas nos mapas de concentracdo retratam a
heterogeneidade da distribuicio dos componentes quimicos estudados,

caracteristico da madeira, que € um material heterogéneo e que possui diferentes
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tipos de estruturas anatdmicas adaptadas a desempenharem fungdes especificas e
sua composicao é variavel.

Considerando a discussdo anterior das andlises dos espectros recuperados
obtidos para as quatro madeiras estudadas com a utilizagcdo da ferramenta
guimiométrica MCR-ALS e a rotina “pure”, € possivel demonstrar que os resultados
para holocelulose e lignina total apresentam flutuacdes nos valores de concentracao,
acerca dos valores médios obtidos, conforme ilustrado na Tabela 9.

Tabela 9. Minimo, maximo e desvio padrdo do teor de holocelulose e lignina obtidos
nos histogramas do E.grandis, hibrido de E.urophylla x E.camaldulensis, E. urophylla
e S. macrophylla King, com intervalo de 98 % de confianca.

Valores para a holocelulose (%)

Hibrido de E.urophylla S. macrophylla

E. grandis x E.camaldulensis E. urophylla King

minimo 12,1 8,6 22,4 7,0
maximo 157,5 87,9 321,3 109,4
desvio padréao 45,5 24,4 92,7 31,6

Valores para a lignina (%)
. Hibrido de S. macrophylla
E. grandis E.urophylla x E. urophylla ™ .

E.camaldulensis King

minimo 6,6 4,6 7,2 18,3
maximo 85,6 44,0 93,0 59,1
desvio padrao 24,7 12,2 26,9 12,5

Observa-se que para S. macrophylla King e o hibrido de E.urophylla x
E.camaldulensis foram obtidos valores médios com intervalos de variacdo realistas,
tendo em vista que eles ndo 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 exatiddo dos resultados,
gue pode ser explicada pelo fato do método de aquisicdo espectral apresentar
elevado ruido e grandes flutuacdes na linha de base. A presenca da interferéncia de
fundo relativa aos extrativos € um fator que também deve ser levado em
consideracdo. Realizou-se o procedimento de remocao destes com extracdo com
solvente, todavia, tal procedimento pode nao ter sido efetivo para a remocao total e
valores residuais foram quantificados. Outro aspecto que vale destacar é a

variabilidade das regibes anatdbmicas contempladas na varredura espectral, pois
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numa determinada estrutura podem ser detectadas maiores concentracbes de

holocelulose e lignina total e, em outras, pode ocorrer o inverso.

4.3 CONCLUSOES DO CAPITULO

A HIS - Raman em conjunto com MCR-ALS foram utilizadas com sucesso
para investigar a distribuicdo de holocelulose e lignina total em trés espécies
diferentes de madeira, E. grandis, E. urophylla e S. macrophylla King e um hibrido
de E.urophylla x E.camaldulensis. Os espectros Raman recuperados pelo MCR-ALS
apresentaram sinais caracteristicos da celulose, hemicelulose e lignina, permitindo a

identificacdo destes compostos.

A construcédo de mapas de concentracdo possibilitou estimar a distribuicdo de
holocelulose e lignina total na area mapeada, em que 0s valores maximos e minimos
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 hibrido de E.urophylla x E.camaldulensis, E. grandis, E.
urophylla e S. macrophylla King, respectivamente. Os mapas de concentracdo
indicaram que as percentagens de holocelulose e lignina total tém boa concordéancia
guando comprados com os valores obtidos pelo método de referéncia. Contudo, as
variagcbes obtidas acerca dos valores médios esperados foram atribuidas as
interferéncias encontradas no conjunto de dados espectral, como ruido intenso e
flutuacBes na linha de base, como também, a interferéncia de fundo, sendo esses

efeitos muito mais pronunciados para as espécies E. urophylla e E. grandis.

Os mapas de concentragcdo mostraram que holocelulose e a lignina variam
entre as regifes anatbmicas distintas e concordam com as func¢des das estruturas
contempladas na area mapeada. Para a realizacdo da andlise exploratéria da
distribuicdo de holocelulose e lignina total, ficou evidente que a utilizacdo da HIS-
Raman é uma técnica viavel e que pode trazer informacfes importantes para a
caracterizacdo quimica das espécies. Apesar do elevado custo de aquisicdo e
manutencdo do espectrdometro Raman de imagem, deve-se destacar que a
importancia do método proposto estd em permitir a caracterizacdo quimica em
diferentes espécies florestais, com um curto intervalo de tempo e com o0 minimo

preparo de amostra para esse proposito.
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5. IMAGEM HIPERESPECTRAL NIRS E MCR-ALS APLICADOS AO
MAPEAMENTO QUIMICO DE DIFERENTES ESPECIES DE MADEIRA

A técnica de imagem hiperespectral por espectroscopia na regido do
infravermelho proximo (HIS-NIRS, do inglés Hyperspectral Image by Near Infrared
Spectroscopy) caracteriza-se como uma extensdo da técnica convencionalmente
aplicada. A HIS-NIRS fornece informagbes da distribuicdo espacial dos
componentes quimicos presentes na area mapeada e a aplicacdo em andlise de
madeira esta diretamente relacionada com a capacidade de fornecer informacdes
sobre os principais constituintes da amostra, com destaque para a holocelulose,
lignina e extrativos. Devido a complexidade e a heterogeneidade da madeira,
bandas de combinacdo geralmente encontram-se sobrepostas e sdo de dificil
atribuicdo e identificacdo. Para solucionar esta limitacdo, a combinacao da HIS-NIRS
e a quimiometria podem permitir a extracao das informacdes quimicas presentes nos

dados.

Diante do exposto, a segunda aplicacéo desta tese consistiu da utilizacdo da
HIS-NIRS e a ferramenta quimiométrica MCR-ALS para o estudo da distribuicdo de
holocelulose, lignina total e extrativos nas espécies E. grandis, E. urophylla, S.
macrophylla King e um hibrido de E. urophylla x E.camaldulensis, sendo estudados
0s planos: transversal que é a representacdo do corte perpendicular ao eixo do
tronco da madeira, longitudinal radial que € 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 aplicagcao da HIS-NIRS

Foram confeccionados dez corpos de prova com as dimensdes de 1,0 cm X
1,5 cm x 0,5 cm (comprimento X largura x espessura, representado na Figura 40) e,
com o auxilio de uma lamina, realizou-se o acabamento das amostras para a

obtencao de uma superficie lisa nos planos tangencial, transversal e radial.
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Figura 40. llustracado dos corpos de prova (a) corte com lamina, (b) corpo de prova
com as dimensdes 1,0 cm x 1,5 cm x 0,5 cm (comprimento x largura x espessura).

Apbs a confeccao dos corpos de provas, foram selecionadas as amostras que
nao apresentavam imperfeicdes. Portanto, para a realizacéo 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 utilizagdo do
espectrofotometro modelo Spotligth 400 N acoplado ao sistema de imagem da
marca PerkinElmer® (Figura 41). Antes de realizar as medidas espectroscopicas,
fez-se necessaria a medida do “branco”, incidindo-se radiacdo sobre uma peca
metalica de ouro polido, que representa reflectancia proxima de 100 %. Os dados
espectrais obtidos no modo de reflectancia foram convertidos posteriormente para
log (1/R).

Cada corpo de prova foi fixado com uma fita dupla face em uma lamina 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 Optica do microscopio, (2) posicionador de amostra, (3)
espectrofotdmetro NIRS e (4) controlador de posicdo.*’

ApGs o posicionamento da lamina que continha a amostra no equipamento, 0s
espectros foram obtidos em uma &rea de varredura da amostra com 4 mm?
tamanho do pixel de 25 um, 32 varreduras por pixels na faixa espectral de 7800 a
4000 cm™, com resolucdo de 8 cm™. O total de espectros obtidos por amostra foi
6400 espectros. O tempo de analise individual para obtencdo dos espectros NIRS foi

de 75 minutos para cada plano.

Além das analises das amostras, realizou-se a varredura espectral dos
padrdes de celulose e de lignina (marca: Sigma-Aldrich). Neste procedimento foi
utilizado um porta amostra, no qual adicionou-se, separadamente uma pequena
guantidade dos padrées, e este foi posicionado no equipamento. A éarea de
varredura da celulose e da lignina foi de 0,25 mm? e tamanho do pixel de 50 um. Foi
realizada uma varredura na faixa espectral de 7800 a 4000 cm™, com a resolucéo de
8 cm™, no qual obteve-se um total de 100 espectros da celulose e 100 espectros da
lignina, separadamente. O tempo de analise individual para obtencdo dos espectros

dos padrdes de celulose e lignina foi de 15 minutos, individualmente.

95



5. Imagem hiperespectral NIRS e MCR-ALS aplicados ao mapeamento quimico de
diferentes espécies de madeira

5.1.2 Estimativas das concentragdes

Para esta aplicacdo, foram utilizados os dados obtidos na caracterizacao
quimica descritos nas etapas anteriores. A obtencdo das estimativas das
concentracOes em cada pixel para holocelulose e lignina total foi realizada a partir da
relacdo direta entre a média da concentragcdo de holocelulose e lignina total,
representada pelas Equacdes 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 distribuicdo dos extrativos, que foi dada
por:

Yextra,i = (Iextra,i * yextra)”—extra Equagéo 22
Yextra = Média dos extrativos obtido pelo método de referéncia (%),

Loxerq,i = intensidade relativa dos extrativos no pixel i (u.a),

l.»trq = intensidade relativa média dos extrativos (u.a).

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1 Identificac&o das estruturas anatdomicas

As fotos da area de varredura espectral, nos planos tangencial, transversal e
radial com um aumento de 10 x para as quatro espécies estudadas sao
apresentadas nas Figuras 42, 43 e 44, respectivamente.

No plano tangencial (Figura 42) é possivel observar pequenos orificios que

representam o “topo dos raios” e também as linhas vasculares e a area com fibras.
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Area com Fibras

LinhaVascular

Area com Fibras

Raios

LinhaVascular ,
Area com Fibras

Figura 42. Fotos do plano tangencial das espécies (a) E. grandis, (b) hibrido de E.
urophylla x E.camaldulensis, (c) E. urophylla e (d) S. macrophylla King.

No plano transversal (Figura 43), os vasos sao visiveis como orificios
denominados poros, a parte mais escura representa a area com fibras e os raios

aparecem como linhas estendidas.

Area com Fibras

>

Vasos (Poros)

,’

Area com Fibras

Figura 43. Fotos do plano transversal das espécies (a) E. grandis, () hibrido 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 séo vistos no seu comprimento e ainda €

possivel observar a &rea com fibras e linhas vasculares.

Linha Vascular

Raios

Area com Fibras

Area com Fibra:

Area com Fibras \
LinhaVascular

Raios

LinhaVascular

Figura 44. Fotos do plano radial das espécies (a) E. grandis, (b) hibrido de E.
urophylla x E.camaldulensis, (c) E. urophylla e (d) S. macrophylla King.

E importante destacar que as fotos apresentadas nas Figuras 42, 43 e 44
foram obtidas diretamente nos corpos de prova. Contudo, ndo foi possivel obter
amostras perfeitamente planas, resultando em algumas irregularidades das

superficies, gerando imagens sem foco.

5.2.2 Pré-processamento dos dados iniciais

Antes da realizacdo da analise por MCR-ALS, os dados espectrais iniciais
foram pré-processados com a aplicacdo da primeira derivada pelo método de
Savitzky-Golay, com janela de 15 pontos e polindmio de segunda ordem, na faixa
espectral de 7800 a 4000 cm™, com a finalidade de reduzir fontes de variagéo, como
o ruido e efeitos de deslocamento de linha de base. As Figuras 45 (a) e (b)
apresentam o0s 6400 espectros obtidos para o hibrido 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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trés planos analisadas tiveram aspecto semelhante ao apresentado na Figura 45, e

nao seréo aqui apresentados.

o
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A0 4500 5000 500 6000 6500 7000 7500 8000 09900 4500 5000 5500 6000 6500 7000 7500 8000
Numero de onda (cm'1) Numero de onda (cm")

Figura 45. Espectros NIRS do hibrido de E. urophylla x E.camaldulensis no plano
radial (a) antes da aplicacdo do pré-processamento, (b) ap0s a aplicacdo da primeira
derivada.

O mesmo procedimento foi realizado para os 100 espectros obtidos com o

padrao da celulose (Figuras 46 a e b) e para o padréao de lignina (Figuras 47 a e b),

respectivamente.
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Figura 46. Espectros NIRS do padrdo de celulose (a) antes da aplicacdo do pré-
processamento, (b) apos a aplicacdo da primeira derivada.
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Figura 47. Espectros NIRS do padrdo de lignina (a) antes da aplicacdo do pré-

processamento, (b) apos a aplicacéo da primeira derivada.

7000 7500 8000

A observacao das Figuras 45, 46 e 47 demonstra que a aplicacao da primeira

derivada aos dados iniciais corrige os efeitos aditivos e o deslocamento da linha de

base. A aplicacdo deste pré-processamento permitiu uma melhor diferenciacdo dos

espectros dos componentes na faixa espectral de 4000 cm™ a 6000 cm™, o que

colaborou com a identificacdo das bandas especificas da celulose, hemicelulose,

lignina e extrativos.

5.2.3 Analise dos dados por MCR-ALS com selecdo da regiao

espectral

A partir da visualizacdo dos dados espectrais pré-processados, a faixa

espectral selecionada para anélise por MCR-ALS foi entre 4000 cm™ a 6000 cm™

(551 variaveis). Conforme observado nas Figuras 45, 46 e 47, os espectros NIRS

para o hibrido de E. urophylla x E.camaldulensis, padrdo de celulose e lignina,

respectivamente, apresentam bandas semelhantes em

regides

relativamente

préximas. Tal fato poderia limitar a convergéncia do modelo, devido a presenca de

varios 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 insercdo dos 100 espectros pré-

processados de celulose e de lignina a matriz de dados dos espectros da espécie

em questdo, 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 recuperagcédo dos espectros e na obtencdo dos mapas de concentracao,
diminuindo a ambiguidade rotacional, consequentemente, possibilitando obter

estimativas mais confiaveis.

Watnzide DanopAumentada Intensidade Erro experimental

Relativa(C)  Espetros puros (S) (E)

Estimativas iniciais
Restricdes
Otimizagéo-ALS

Figura 48. Representacdo esquematica 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 a
matriz.
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i
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Mapa de concentragao Espetro recuperado

Para este estudo, a selecdo do numero apropriado de componentes
presentes na matriz, ou seja, a estimativa do posto da matriz foi feita por meio da
porcentagem de variancia explicada por decomposi¢do em valores singulares (SVD),
sendo escolhidos trés componentes. Tal escolha foi motivada pela presenca dos trés
principais componentes da madeira, ou seja, visou-se obter as estimativas
referentes a holocelulose, lignina e extrativos. Para determinacdo das estimativas

iniciais, foi adotada a rotina “pure”.

A otimizagdo do modelo pelo algoritmo ALS ocorreu com a utilizagdo da

restricdo de nado negatividade apenas no perfil da concentracdo, porque as
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derivadas dos espectros (Figuras 45 b, 46 b e 47 b) possuem sinais positivos e
negativos, e a aplicacdo desta restricdo no perfil espectral impediria a convergéncia
do modelo.

Também foi utilizada a restricdo de igualdade no perfil de concentracdo (do
inglés equality for concentration proflies), que apresenta seletividade e informacdes
de posto local sobre a concentracdo dos diferentes componentes. Esta restricao €
utiizada 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 possiveis adaptacdes a pequenas mudancas
espectrais em comparacdo com espectros de referéncia, o que permite a
flexibilidade para a otimizagéo do algoritmo ALS.?%*-177178 A Figura 49 apresenta o

fluxograma das etapas envolvidas na analise por MCR para a matriz aumentada.

Matriz de dados aumentada (D) e
com selegéao - 551 variaveis

Perfis de
concentragao Espectros
recuperados

Determinagéo do GoH - A

numero de - A
componentes Bl N\
| L v N

SVD
5 complonentes I
Estimativas iniciais - Pure Otimizagao
ALS

| |

Restricao nas colunas
(concentragées)

] !

Nao-negatividade Restrigao de posto local nos espectros
dos padrées de celulose e lignina

Figura 49. Etapas para a realizacédo da analise por MCR-ALS com selec¢éo de regiao
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 sdo apresentados

os perfis espectrais nos trés planos com a identificacdo de bandas relativas a

celulose e a hemicelulose, conforme tabelas de atribuicées publicadas em trabalhos

j& descritos na literatura.

6,14,179-181
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Figura 50. Perfil dos espectros recuperados pelo MCR-ALS da celulose e
hemicelulose (a) E. grandis, (b) hibrido de E. urophylla x E.camaldulensis, (c)

E.urophylla, (d) S. macrophylla King, (----) padrdo 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

descricao das bandas de combinacao observadas na Figura 50.

Tabela 10. Descrigao das bandas observadas na Figura 50.

Localizacdo da
banda (cm™)

Componente Descrigcéo

4296

4435

4808

5236

Bandas de combinacgéo de estiramento e

Hemicelulose de deformacéo das ligacdes C-H.°

Regido com a
ocorréncia da
sobreposicao das Bandas de combinacdo de estiramento
bandas dos principais das ligacdes O-H e C-0.°
componentes
presentes na madeira

Bandas de combinacédo de estiramento

Celulose das ligages O-H e C-H.5*

Bandas de combinacédo de estiramento

Hemicelulose das ligacdes C=0.°

Com relacao a lignina, os espectros recuperados sdo apresentados na Figura

51, na qual também foi possivel observar bandas semelhantes nos trés planos

estudados e Tabela 11 traz a descricdo das bandas de combinacéao.
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Figura 51. Perfil dos espectros recuperados pelo MCR-ALS da lignina (a) E. grandis,
(b) hibrido de E. urophylla x E. camaldulensis, (c) E. urophylla, (d) S. macrophylla

King, (----) lignina padrao, (— ) tangencial, (— ) transversal e (— ) radial.
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Tabela 11. Descricéo das bandas observadas na Figura 51.

Localizacdo da

banda (cm™) Componente Descrigéo

Banda de combinacao de estiramento
4195 Lignina das ligacdes C-H, C-O e O-H presente
nos alcodis primarios.®**

Banda de combinacao da ligacdo C-H

4280 Lignina e deformacéo da ligacdo C-H, ***

Regido com a
ocorréncia da
sobreposicao das Banda de combinacao de estiramento

4435 bandas dos principais das ligagbes O-H e C-H.%*
componentes
presentes na madeira
4696 Lignina e extrativos Banda de combinagéo de deformagéo

das ligaces C-He C=C.°
Banda de combinacao de estiramento

5220 Agua assimeétrico e deformacédo da ligacéo
O-H 614180181

Banda de combinacao de vibracéo do
grupo carbonila, acetil carbonila e
5935 Lignina extrativos banda de estiramento do primeiro
sobretom correlacionado ao esqgueleto
aromatico da lignina.®***’

Por fim, para a identificacdo dos extrativos, 0s espectros recuperados
(Figuras 52 a, b, ¢, d) também apresentaram bandas intensas na faixa espectral

entre 4000 cm™ a 6000 cm™ nos planos tangencial, transversal e radial (Tabela 12).
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Figura 52. Perfil dos espectros recuperados pelo MCR-ALS dos extrativos (a) E.
grandis, (b) hibrido de E. urophylla x E. camaldulensis, (c) E. urophylla, (d) S.

macrophylla King, (----) lignina padrédo, (— ) tangencial, (— ) transversal e (— )
radial.
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Tabela 12. Descricdo das bandas observadas na Figura 52.

Localizacdo da

banda (cm?) Componente Descricédo

Banda de combinacao de deformacéao e

5051 Agua estiramento das ligagdes O-H.%4180.181
Primeiro sobretom da banda de estiramento
5995 Extrativos da ligacao C-H presente em aromaticos.

6,14,179

Observa-se nas Figuras 52 (a, b, ¢, d) que existe uma variagdo nos espectros
recuperados pelo MCR-ALS. Justifica-se esta diferenca devido aos extrativos
compreenderem uma ampla classe de compostos quimicos e sua quantidade e
composicdo é variavel entre diferentes espécies de madeira e também dentro das
diferentes partes da arvore.

Conforme demonstrado, 0s espectros recuperados apresentam inumeras
bandas que permitiram a identificacdo dos principais componentes, sendo ricos em
informacdes. Contudo, observa-se que a faixa espectral avaliada apresenta bandas
muitas vezes sobrepostas, podendo ter ocorrido a mistura dos componentes que

nao puderam ser resolvidos pelo MCR-ALS.

5.2.4 Estimativas das concentracfes 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 identificacdo das bandas especificas de celulose,
hemicelulose, lignina e extrativos, procedeu-se com a obtencéo das estimativas das
concentracfes em cada pixel, que foi realizada a partir da relacdo direta entre a
média da concentracdo de holocelulose (celulose + hemicelulose), lignina total e
extrativos, obtida pelo método de referéncia (descrito nas se¢des anteriores) e a
intensidade relativa média estimada para cada composto pelo MCR-ALS com
selecdo da regido espectral (média da intensidade relativa de todos os pixels do

mapa de concentracao de cada constituinte).
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A Figura 53 ilustra os mapas de distribuicdo das concentracdes 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 possivel visualizar
linhas vasculares e as fibras em toda a extenséo da area de varredura e 0s raios sao

observados como pequenos pontos na diregao perpendicular.
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Figura 53. Mapas de distribuicdo da concentracdo 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
distribuicéo.
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As Figuras 53 (a e d) representam o mapa de distribuicdo 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 concentracao.
Com a exclusdo do percentil de 0,5 % do lado direito do histograma (Figura 53 d),
poucos pixels apresentam valores estimados com concentragdes em torno de 94 %.
Da mesma forma, com a exclusédo dos percentis do lado esquerdo, apenas 0,5 %
dos valores possuem concentracdes em torno de 12 %. Quando excluidos os
percentis de ambos os lados da distribuicdo, os quais correspondem a um intervalo
de confianca de 99,0 %, a faixa de concentracdo para a holocelulose foi de 33 % a
87 %, o0 que indica que este componente encontra-se distribuido por toda a regiédo
mapeada. A exclusdo dos percentis também foi realizada para a lignina e para os
extrativos (Figuras 53 e, f), que tiveram faixas de concentracfes entre 18 % a 49 %
e 05 % a 9,9 %, respectivamente, na maioria dos pixels. Analogamente a
holocelulose, estes componentes apresentaram as maiores concentracdes nas
linhas vasculares, que sdo estruturas anatdbmicas visualizadas no seu comprimento

longitudinal.**

A mesma analise foi realizada para os planos transversal e radial, em que a
Figuras 54 (a, b, c) e Figuras 55 (a, b, ¢) representam os mapas de concentracao e

(d,e, f) os histogramas para a holocelulose, lignina e extrativos, respectivamente.
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Figura 54. Mapas de distribuicdo da concentragéo 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
distribuicéo.

O plano transversal é a direcdo que proporciona uma maior visibilidade dos
elementos anatdmicos da madeira e nos mapas de concentracdo obtidos foi possivel
identificar os vasos (poros), as fibras e os raios como linhas estendidas. Os vasos
sdo conjuntos (normalmente axiais) de células sobrepostas, formando uma estrutura
tubiforme continua, de comprimento indeterminado, que tem por funcédo a conducao
ascendente de liquidos na arvore, e podem encontrar-se vazios ou preenchidos por
substancias, inclusive celulose, lignina e extrativos.>?* As maiores concentragées de
holocelulose, lignina total e extrativos foram observadas nos vasos, o que corrobora
com as afirmativas apresentadas. Apés a exclusdo dos percentis de 0,5 % de cada
lado nos histogramas, foram obtidas as variacées de 30 % a 78,5 %, 19 % a 46,5 %
e 0,2 % a 9,6 % para holocelulose, lignina e extrativos, respectivamente. Com
relacdo a distribuicdo de holocelulose, observa-se a sua presenca em toda a regiao

mapeada, com concentracdo 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 % a35 % ede 2% a6
%. Estas observacdes estabelecem uma concordancia com as estruturas
anatbmicas, pois as fibras séo definidas como tecido de sustentagcéo e sao formadas
pela deposicdo de lignina e outras substancias como a celulose e componentes

fibrilares e os raios tém a funcdo de reserva de alimentos.?
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Figura 55. Mapas de distribuicdo da concentracdo 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
distribuicao.

No plano radial (Figura 55), a area de varredura contemplou as estruturas
anatébmicas 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, apds a excluséo

dos percentis de cada lado dos histogramas, os valores de concentragdo variaram
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entre 38 % a 78 %, 19 % a 40,5 % e 1,7 % a 4,9 % para um intervalo confianca de

99 %, respectivamente.

5.2.4.2 Hibrido de E. urophylla x E. camaldulensis nos planos

tangencial, transversal e radial.

Foram realizados os mesmos procedimentos para a constru¢do das imagens
para o hibrido de E. urophylla x E. camaldulensis nas nos trés planos estudados,
bem como, para o E. urophylla e para o S. macrophylla King, que serdo
apresentados nas secbes 5.2.4.3 e 5.2.4.4. A Figura 56 ilustra os mapas de
distribuicdo das concentracfes obtidos pelo método MCR-ALS e os histogramas do
hibrido de E. urophylla x E. camaldulensis no plano tangencial para (a, d)
holocelulose, (b, e) lignina e (c, f) extrativos, respectivamente.

(b) Concentragao /% (€) Concentragio /%

Deslocamento emy / pm

5 2 Lo i & Ml N :
800 600 400 -200 0 200 400 600 800 800 600 400 -200 O ZOQ 400 600 800
Deslocamentoem x/ ym Deslocamento em x/ ym Deslocamento em x/ pym

900—— —————i ) 0

500

P
3
S

4 400

1 300

Frequéncia /u.a

w
b=1
b=1

200

| 100

5 6 70 80 90 100 110
Concentragéo %/ (m/ m)

15 25 30 35 40 H 73 7 8
Concentrago %/ (m /m) Concentragdo %/ (m /m)

Figura 56. Mapas de distribuicdo da concentracdo e histogramas para o hibrido 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 distribuic&o.
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O mapa de concentracdo 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 % sao observados apenas em alguns pixels e com
a exclusao dos percentis de 0,5 % de cada lado, esta variacdo passa a ser de 31 %
a 89 % para a holocelulose. Aspecto similar € visualizado no mapa de concentracéo
e histograma para a lignina total (Figuras 57 b, e) e extrativos (Figuras 57 c, f) em
gue houve a variacdo (ap6s a exclusao 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 concentracdo e histogramas s&o

apresentados nas Figuras 57 (a, b, ¢, d, e, f) e 58 (a, b, ¢, d, e, ), respectivamente.
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Figura 57. Mapas de distribuicdo da concentracdo e histogramas para o hibrido de

E. urophylla x E. camaldulensis no plano transversal (a, d) holocelulose, (b, €) lignina

total e (c, f) extrativos, respectivamente. As barras vermelhas representam 0,5 % dos

percentis de distribuicao.
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No plano transversal, os pixels que apresentaram oS maiores valores de
concentragéo para os componentes estudados estéo localizados nos vasos (poros).
Nas fibras e nos raios tem-se a distribuicAo em toda area mapeada destes
componentes, com variagfes apds a exclusdo 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.
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Figura 58. Mapas de distribuicdo da concentracdo e histogramas para o hibrido de
E. urophylla x E. camaldulensis no plano radial (a, d) holocelulose, (b, €) lignina total
e (c, f) extrativos, respectivamente. As barras vermelhas representam 0,5 % dos
percentis de distribuicao.

No plano radial, foram observados pixels nas linhas vasculares com valores
acima de 100 % para holocelulose e lignina total e acima de 20 % para 0s extrativos.
Tendo em vista que este plano apresentou as maiores variacbes em torno dos
valores quando comparada com os planos tangencial e radial, sugere-se a
observacao da foto da Figura 44 (b), que demonstra a area de varredura espectral.
Na linha vascular, onde estéo 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 exclusédo dos percentis (0,5 % de cada lado), a variacéo 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 concentracdo e os histogramas do E. urophylla no plano
tangencial para a holocelulose, lignina total e extrativos s&o 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
concentragéao, com 90 %, 40 % e 25 % para a holocelulose, lignina total e extrativos,

respectivamente.
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Figura 59. Mapas de distribuicdo da concentracéo 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
distribuicao.
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Para os trés componentes estudados, observa-se a distribuicdo em toda a
area mapeada, que contempla as fibras e os raios. Com a exclusdo dos percentis
(0,5 % de cada lado) na maioria dos pixels a variagao do teor foi de 36 % a 85 %, 16
% a 38 % e 14 % a 19,5 % para holocelulose, lignina total e extrativos,

respectivamente.

Nos planos transversal e radial os mapas de concentragéo e histogramas séo
ilustrados nas Figuras 60 (a, b, c, d, e, f) e 61 (a, b, c, d, e, f), respectivamente.
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Figura 60. Mapas de distribuicdo da concentracéo 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
distribuicao.

0

30 4 5 6 70 8 90 100

No plano transversal, os pixels que apresentaram os maiores valores de
concentragdo estdo localizados nos vasos (poros) e nas fibras. ApGs a exclusédo 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 distribuicéo por toda a area mapeada
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Figura 61. Mapas de distribuicdo da concentracéao 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
distribuicao.

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. Apos a exclusdo dos percentis (0,5 % de cada lado), a variacéo foi de 38,6 %
a83 %, 17 % a 37 % e 0,5 % a 14 % para a holocelulose, lignina total e extrativos,

respectivamente, sendo que houve a distribuicdo em toda area mapeada.
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5.2.4.4 S. macrophylla King nos planos tangencial, transversal e
radial.
Os mapas de concentragdo e os histogramas da holocelulose, lignina total e

extrativos para S. macrophylla King no plano tangencial sdo apresentados na Figura
62.
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Figura 62. Mapas de distribuicdo da concentracdo e histogramas para S.
macrophylla King no plano tangencial (a, d) holocelulose, (b, €) lignina total e (c, f)
extrativos, respectivamente. As barras vermelhas representam 0,5 % dos percentis
de distribuicéo.

20

O mapa de concentracao e o histograma para a holocelulose (Figuras 62 a, d)
tiveram variacfes entre 30 % a 110 %. No entanto, as concentracdes com valores
acima de 100 % foram observadas apenas em um pegueno numero de pixels. Para
a lignina e os extrativos, obtiveram-se valores entre 15 % a 50 % e 2 % a 18 %,
respectivamente, distribuidos nas fibras e nos raios. Com a exclusdo do percentil de
0,5 % em ambos os lados dos histogramas de distribuicdo (intervalo de confianca de
99 %), as variacoes 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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distribuicdo na area mapeada, pode-se observar as concentra¢cdes mais elevadas
nas fibras para a holocelulose, lignina total e extrativos. Para o plano transversal e
radial, os mapas de concentracdes e histogramas sao apresentados nas Figuras 63
(a,b,c,d, e, f)eb4(a, b,c,d,e,f).
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Figura 63. Mapas de distribuicdo da concentracdo 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 distribuicéo.

No plano transversal, as maiores concentracdes foram observadas nos vasos
(poros) para a holocelulose, lignina total e extrativos. Apds a exclusdo 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 distribuicdo da concentracdo 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 distribuicéo.

No plano radial, foram observadas as maiores concentracbes na linha
vascular, em que a holocelulose teve valores superiores a 100 %, enquanto que nas
outras regides as concentracdes variaram entre 40 % e cerca de 100 %. A lignina
apresentou porcentagens entre 15 % a 45 % nas fibras e nos raios. Para os
extrativos, as concentracdes variaram entre 0 % a 10 % na maior parte da area
mapeada. Apds a exclusdo dos percentis de 0,5 % de cada lado do histograma, as
porcentagens com 99 % de intervalo de confianca 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 maximos, minimos e desvio padrdo da holocelulose,
lignina total e extrativos nos planos tangencial, transversal e radial

As variagOes acerca dos teores médios de holocelulose, lignina total e
extrativos que resultam da andlise dos histogramas dos mapas de concentracdo sao
apresentados na Tabela 13.

Tabela 13. Valores minimos, maximos e desvios padrao dos teores de holocelulose,
lignina total e extrativos obtidos a partir dos histogramas do E. grandis, hibrido de E.
urophylla x E. camaldulensis, E. urophylla e S. macrophylla King para um intervalo
de 99 % de confianga.

Valores para a holocelulose (%)

hibrido de E.

E.grandis urophylla x E. E.urophylla S. macrophylia

: King
camaldulensis
minimo 32,7 31,0 36,0 29,9
Tangencial maximo 87,3 89,0 85,2 88,0
desvio padrédo 16,9 18,1 15,6 19,2
Transversal mfni.mo 30,5 35,9 26,2 30,2
maximo 78,5 80,2 83,9 91,2
desvio padrdo 15,0 13,7 17,7 18,9
minimo 38,6 40,1 38,5 32,1
Radial maximo 78 88,2 83 89,1
desvio padrao 12,4 15,1 13,8 17,7
Valores para a lignina total (%)
: hibrido de E. S. macrophylla
E.grandis  urophylla xE.  E.urophylla ™ King
camaldulensis
minimo 18,0 23,1 16,2 15,9
Tangencial maximo 49,1 36,1 37,9 40,1
desvio padrao 9,6 4,12 6,8 7,8
Transversal mfni.mo 18,9 17,3 13,8 14,3
maximo 46,5 46,9 37,5 38,1
desvio padrao 8,6 9,2 7,3 7,4
minimo 18,9 4 17,1 16,3
Radial maximo 40,5 122,3 36,9 52,9
desvio padrao 8,2 37,6 6,2 11,4
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Tabela 13 (continuacéo)

Valores para extrativos (%)

hibrido de E.

E.grandis  urophylla x E. E.urophylla S. macrophylla

camaldulensis King

minimo 0,4 6,3 1,4 1,0

Tangencial maximo 9,9 9,2 19,5 10,9

desvio padréao 3,0 1,0 5,6 3,1

Transversal mfni.mo 02 0.5 0.5 1.1

maximo 9,6 20,9 22,9 16,2

desvio padréao 2,9 6,3 6,9 4.7

minimo 1,7 4.8 0,5 1,2

. maximo 4,9 15,2 13,9 12,1
Radial _

desvio padrao 11 3,3 4,3 3,5

Observa-se na Tabela 13 que os valores das concentragdes com um intervalo
de 99 % de confianca apresentam as variagcdes entre os trés planos, em que 0s
valores minimos e maximos 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 0s

extrativos nos planos tangencial, transversal e radial, respectivamente.

Comparando-se os valores obtidos com a utilizacdo da HIS-NIRS-MCR-ALS,
houve uma variagcdo acerca dos valores médios obtidos pelos métodos de
referéncia, 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 utilizacao da HIS-NIRS-MCR-ALS avaliou-se as concentracdes pixel a pixel, o que
justifica esta variacdo. A HIS-NIR-MCRC-ALS difere-se da andlise pelos métodos de
referéncia, aos quais forneceram uma estimativa global. Além disso, os planos
tangencial, transversal e radial contemplaram diferentes estruturas anatémicas, em
gue a distribuicdo de holocelulose, lignina total e extrativos encontram-se

distribuidas de formas distintas.

No plano radial para o hibrido de E. urophylla x E. camaldulensis foi
observado uma variacdo no valor da lignina total entre 4 % a 122,3 %. Tal fato pode
ser atribuido a falta de ajuste do foco, o que pode ter contribuido para a dispersao
do valor da lignina total neste plano.
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5. Imagem hiperespectral NIRS e MCR-ALS aplicados ao mapeamento quimico de
diferentes espécies de madeira

5.3 CONCLUSOES DO CAPITULO

A HIS - NIRS em conjunto com ferramentas quimiométricas foi utilizada de
forma eficaz para investigar a distribuicdo de holocelulose, lignina total e extrativos
em trés espécies diferentes de madeira: E. grandis, E. urophylla, S. macrophylla
King, e um hibrido de E. urophylla x E. camaldulensis, em trés diferentes planos. A
aplicacdo do MCR-ALS com matriz aumentada, a partir da utilizagcdo dos espectros
de referéncia permitiu a recuperacdo dos sinais para holocelulose, lignina e
extrativos que apresentaram bandas especificas destes componentes, em
concordancia com diversos estudos encontrados na literatura. Além disso, os perfis
espectrais obtidos por HIS-NIRS-MCR-ALS apresentaram concordancia entre os
espectros estimados e de referéncia, indicando uma deconvolucdo bem sucedida
pelo MCR-ALS.

Os mapas de concentracdo obtidos pelo MCR-ALS possibilitaram estimar a
distribuicdo de holocelulose, lignina total e extrativos na area de varredura espectral
de cada espécie e nos trés planos estudados. Os histogramas com o intervalo de
confianca de 99 % indicaram que as percentagens minimas e maximas 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 variacbes das

concentragcfes nos planos tangencial, transversal e radial.

Conclui-se que resultados possuem boa concordancia com os valores obtidos
pelo método de referéncia. As variacbes obtidas acerca dos valores médios
esperados sdo atribuidas a elevada sobreposicdo de bandas dos componentes
estudados, que dificulta a resolucdo pelo MCR-ALS, e também pela falta de ajuste

do foco do equipamento na aquisicdo das imagens na area de varredura espectral.
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CAPITULO 6

Discriminacéo de cinco madeiras similares por fluorescéncia e

imagens digitais
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6. Discriminacéo de cinco madeiras similares por fluorescéncia e imagens digitais

6. DISCRIMINACAO DE CINCO MADEIRAS SIMILARES POR
FLUORESCENCIA E IMAGENS DIGITAIS

A identificacdo de espécies florestais esta relacionada ao conhecimento das
suas caracteristicas, a fim de destinar sua melhor utilizacdo. Além disso, 6rgaos
ambientais realizam a identificacdo como ato fiscalizador, para inibir a exploragéao
ilegal e indiscriminada de espécies ameacadas de extin¢cao, e também daquelas que
séo proibidas a comercializacdo ou que tém exploracédo restrita. Dentre as espécies
enquadradas neste perfil, destaca-se as espécies Swietenia macrophylla King e
Cedrela odorata L., que estdo listadas nos Apéndice Il e Ill da CITES,

respectivamente.®’°

Com relacdo aos metodos de identificacdo de espécies florestais, a anatomia
de madeira € o método mais utilizado. Contudo, devido a grande dificuldade de se
ter profissionais treinados para realizar essa identificacdo, surge a necessidade do
desenvolvimento de metodologias alternativas que ndo envolvam o aspecto
anatébmico e sim, uma medida direta de outra propriedade, como por exemplo, a
utilizacéo da fluorescéncia molecular ou espectroscopia no infravermelho proximo. A
fluorescéncia molecular de madeiras pode ser observada por um método simples,
com o0 uso de camaras escuras empregando lampadas UV, sendo, neste caso, a
fluorescéncia avaliada visualmente, ou seja, é julgada através da interpretacdo de
cores, que variam de tonalidade, ou até mesmo sem a percepcdo de uma
determinada cor. Ressalta-se que a medida de fluorescéncia varia de espécie para
espécie e também de acordo com a area amostrada, assim, torna-se necessario o

desenvolvimento de novas estratégias para melhor avaliacdo deste parametro.

Neste contexto, o uso de imagens digitais permite avaliar as diferentes
respostas obtidas nas medidas de fluorescéncia de madeira, pois ocorre a
diferenciacdo adequada das cores e de suas intensidades, proporcionando uma
alternativa instrumental frente ao uso de espectrofluorimetros. Diante do exposto, a
terceira aplicacdo desta tese consistiu na realizacdo da medida de fluorescéncia
emitida por cinco espécies de madeira com caracteres similares, Erisma uncinatum
Warm.(cedrinho), Cedrela odorata (cedro), Micropholis melinoniana (curupixa),

Eucalyptus grandis Hill ex Maiden e Swietenia macrophylla King (mogno) com o uso
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de imagens digitais para a formacdo de histogramas de cores a fim de realizar a
discriminacdo destas espécies atraves da utilizacdo de modelos PLS1-DA.

6.1 EXPERIMENTAL

6.1.1 Obtencao 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 Quimica da
Universidade de Brasilia (1Q/UnB).**>*® As amostras de Erisma uncinatum Warm. E
Swietenia macrophylla King foram identificadas e cedidas pelo LPF/SFB, em que
cada uma corresponde a uma arvore diferente, de areas de exploracdo florestal
autorizadas. Além disso, a quantidade de Swietenia macrophylla King incluiu
amostras legais do LPF advindas de tabuas apreendidas no estado do Mato Grosso
e adquirida no comércio local de Brasilia - DF.

Quanto as amostras de Eucalyptus grandis Hill ex Maiden, Cedrela odorata e
Micropholis melinoniana, as mesmas foram doadas pelas empresas Jurua Florestal,
MadeiFlora Empreendimentos Florestais Ind. e Com., Alternativa Comércio de
Madeiras LTDA, Madeireira Alvorada Brasilia LTDA, J B Madeiras ME, que
disponibilizaram bases de troncos e pecas 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 grd 400, 800 e 1200, respectivamente, para a
obtencao de uma superficie lisa, sem imperfei¢des, a fim de que as imagens fossem

tiradas neste plano.
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6.1.2 Montagem da camara com a lampada ultravioleta e

microscoépio para obtencédo das imagens

A camara utlizada neste estudo foi desenvolvida com base nas
recomendacdes do comité da Associagao Internacional de Anatomistas de Madeira
(IAWA, do inglés International Association of Wood Anatomists)®® e também no
modelo de camara utilizada no LPF/SFB para estudo de fluorescéncia de madeiras.
Para a confeccdo da camara escura, foi utilizada uma caixa de madeira pintada na
cor preta onde foram instaladas duas lampadas de luz ultravioleta (Marca Philips
Actinic-BL, TL-D 15W). Foi adaptado um suporte moével para posicionamento dos
corpos de prova e juntamente ao suporte foi colocado uma chapa fotografica a fim
de eliminar o reflexo proveniente do fundo da camara. As Figuras 65 (a, b, c, d)
ilustram os componentes utilizados para a montagem.

_ AT

Lampadas uv

I 1 ]
Figura 65. Montagem ‘da camara para obtencdo das imagens (a) suporte para 0s
corpos de prova, (b) lampadas fluorescentes instaladas na parte superior, (c) fundo
da cdmara com a chapa fotogréfica 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 emissao de luz das lampadas UV instaladas na camara foi avaliada a partir

do espectro da mesma, a partir da observacdo da banda de emissdo maxima no
comprimento de onda em 368 nm (Figura 66).
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Figura 66. Espectro da lampada UV com maximo de absor¢cdo em 368 nm.

Para aquisicdo das imagens dos corpos de prova foi utilizado um microscopio
digital posicionado dentro da camara (apresentada na Figura 67), com resolucéo de
5 megapixels e zoom optico de 400 vezes (Figuras 67 a e b). Utilizou-se como filtro,
uma lente proveniente de um Oculos de protecdo (Figura 67 c). Antes da sua
instalacdo, foi avaliado o espectro de emisséo deste filtro, sendo observado que o
mesmo bloqueou toda a radiacédo abaixo de 340 nm, que consistia de uma regido de

comprimento de onda que nao era de interesse para medida de fluorescéncia.

As imagens foram obtidas com o auxilio de um notebook, com intensidade de
24 bits num sistema RGB (16,8 milhdes de cores) e resolucdo de 300 dpi (pixels por

polegadas) e estes parametros foram fixos para obtencéo de todas as imagens no
formato “.jpg” (Figura 67 d)
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Posicionamento do corpo Microscopio acoplado - parte e
de prova 2 camara ‘

‘Aquisicao das imagens

Figura 67. (a) Aspecto interno da camara com destaque para 0 microscopio,
posicionamento do corpo de prova e as lampadas UV, (b) aspecto interno da
camara, (c) lente utilizada como filtro e (d) aquisicao das imagens.

As configuracfes utilizadas para captura das imagens foram obtidas a partir
do programa MicroCapture_400x. Os parametros foram definidos de forma empirica,
a fim de alcancar uma padronizacdo do balanco das cores RGB. A Figura 68 ilustra
as propriedades do balanco das propriedades de brilho, contraste, saturacao,
nitidez, gama, proporcdo de branco, composicdo de luz de fundo e ganho. Nesta
etapa, estes valores foram fixados a partir da exposicao a luz UV de um pedaco de
papel com as cores verde, amarelo, rosa e vermelho, em que observou-se a
diferenciacao destas cores. A finalidade desta etapa foi fixar a mesma escala para

todas as propriedades para obtencao das imagens dos corpos de prova.
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Figura 68. Configuragdes utilizadas para padronizacdo das imagens.

A aquisicao das imagens foi realizada com o posicionamento dos corpos de
prova no suporte (Figura 67 a), focalizadas na face transversal, e as estruturas
anatbmicas 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 (curupixd), Eucalyptus grandis Hill ex
Maiden e Swietenia macrophylla King (mogno), respectivamente. Para cada
imagem, foi selecionada uma area de 750 x 800 pixels, que representa a parte
central do corpo de prova. A area selecionada foi posteriormente decomposta em
histogramas (Figura 69) que foram utilizados para a constru¢cdo dos modelos PLS1-
DA.
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Figura 69. Etapas realizadas para decomposicédo das imagens e construcao dos
modelos PLS1-DA.

6.1.3 Analise dos dados e etapas para construcdo dos modelos de
discriminacéo
Para a analise das imagens, utilizou-se o software MATLAB versdo 7.12

(R2011b) e para a construcdo dos modelos PLS1-DA utilizou-se o pacote PLS

Toolbox versao 6.5.

Foram desenvolvidos cinco modelos, cada um tendo a finalidade de
discriminar uma espécie em relacdo as outras. Para a construcdo dos modelos de
discriminacdo, 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, 0 que se
repetia ao longo da matriz de dados. Desta forma, aproximadamente dois ter¢os das
amostras foram selecionadas para compor o conjunto de treinamento e um terco das
amostras para compor o conjunto teste. A Tabela 14 traz o niumero de amostras

utilizadas.
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Tabela 14. Quantidade de amostras utilizadas nos conjuntos de treinamento e teste
para a construcdo dos modelos PLS1-DA

, NUmero de ,
NuUmero NUOmero de
amostras do

Espécie total de conjunto de amostras do
amostras . conjunto teste
treinamento
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 constru¢do do modelo PLS1-DA consistiu
na atribuicdo dos valores de classe de referéncia ao conjunto de treinamento, ou
seja, o valor 1 foi atribuido a classe que se deseja discriminar e o valor 0 as demais
classes. Na etapa seguinte, realizou-se a regressdo 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 otimizacao do conjunto de treinamento, o pré-processamento utilizado
foi centrar na média, sendo este aplicado em todos os modelos construidos,

permitindo obter uma melhor separacéo entre as classes 0 e 1.

O numero de VL foi selecionado a partir da visualizacdo do menor valor de
RMSECV das amostras do conjunto de treinamento, obtido pela valida¢do cruzada
pelo método “deixar uma amostra de fora” (do inglés leave one out). Cabe destacar
gue nessa aplicacdo o método de validacao cruzada por venetian blinds seria o mais
apropriado pelo numero de amostras disponivel. Contudo a comparacdo dos
resultados desses dois métodos para essa aplicacdo ndo apresentou diferenca
significativa. Além disso, para a aplicacdo do PLS1-DA é comum utilizar o erro de
classificacao de validacao cruzada (CVCE, do inglés Cross-Validation Classification
Error) para a escolha das VL’s. Entretanto, devido aos critérios de exclusdo de
outliers adotados nesta tese, utilizou-se os valores de RMSECV para a escolha das
VL'’s.
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A Ultima etapa realizada no conjunto de treinamento consistiu da deteccao e
exclusdo de amostras andmalas (do inglés, outliers) que consistem em amostras
com alta influéncia e altos valores de residuos ndo 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 deteccgédo e excluséo de outliers foi realizada a partir da rotina desenvolvida
no trabalho de Martins*®* que foi baseada em trabalhos descritos na literatura.**" %,
Primeiramente, o conjunto de treinamento construido € submetido a excluséo e este
modelo € reconstruido apds a exclusdo dos outliers. O modelo reconstruido é
submetido a uma segunda etapa de exclusdo. Neste ponto, se 0 humero de outilers
excluidos for igual ao identificado na etapa anterior, ndo é realizada a proxima
exclusao, e tem-se o modelo final. Caso contrario, 0 segundo modelo € submetido a
uma terceira etapa de exclusao e este ultimo modelo é dito modelo final. A Figura 70
ilustra as etapas envolvidas para a construcdo dos modelos do conjunto de

treinamento e deteccéo de outilers.

A eficiéncia de previsdo dos modelos de discriminagcéo construidos conforme
a Figura 70 foi avaliada na etapa de validacdo, que contou com um terco das
amostras de cada espécie (Tabela 14). Nesta etapa, os outliers do conjunto teste
foram excluidos com a aplicacdo da mesma rotina utilizada no conjunto de
treinamento, contudo, no conjunto teste, os outliers sdo excluidos apenas uma vez,
ou seja, 0 modelo é construido, os outliers sdo detectados e excluidos, e por fim, o

modelo é reconstruido e denominado como modelo final.
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Figura 70. Etapas realizadas para constru¢do do conjunto de treinamento e deteccao

de outliers.

6.1.4 Avaliacéo da repetitividade e precisao intermediaria

A repetitividade, também denominada como “concordancia” do método, foi
avaliada através da obtencdo de seis imagens idénticas de trés corpos de provas
distintos das espécies estudadas, ou seja, trés amostras auténticas e seis repeticbes
das imagens. Estas medidas foram realizadas nas mesmas condi¢cdes ja 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 exclusao de outliers.

A precisao intermediaria ou “acordancia” foi avaliada através da obtencéo de
uma imagem de dez corpos de provas distintos de cada espécie estudada. Estas

imagens foram adquiridas por dois analistas em dias diferentes. As andlises das
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imagens foram realizadas conforme etapas ja descritas nas se¢fes anteriores e 0s

histogramas de cores foram inseridos no conjunto teste.

6.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.2.1 Construcdao dos modelos de discriminagcdo 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 sdo ilustrados na Figura 71.

Frequéncia (u.a)

r r r r 2N r r
200 300 400 500 600 700 800

Canais RGB 0 a 768
Figura 71. llustracdo dos histogramas para as espécies Cedrela odorata (cedro),
Erisma uncinatum Warm.(cedrinho), Micropholis melinoniana (curupixa),

e Swietenia macrophylla King (mogno)

A Figura 71 demonstra que existe uma semelhanca entre os histogramas de
cores das espécies Cedrela odorata (cedro), Erisma uncinatum Warm.(cedrinho),
Micropholis melinoniana (curupixa), Eucalyptus grandis Hill ex Maiden e Swietenia
macrophylla King (mogno), o que justifica a utilizacdo da andlise multivariada dos

dados a fim de realizar a discriminacéo.
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A construcdo dos modelos e a deteccao de outliers para o conjunto de
treinamento foi realizada a partir das etapas ilustradas na Figura 70, que contou com
0s parametros que séo descritos na Tabela 15. Destaca-se a importancia da
deteccao e exclusdo dos outliers no conjunto de treinamento. Estes sdo referentes
ao numero de histogramas que apresentaram alta influéncia e altos residuos dentro

do limite de 99,9 % de confianga, e foram excluidos deste conjunto.

Tabela 15. Parametros de discriminagcdo do conjunto de treinamento para as cinco
espécies estudadas.

Cedrela Erisma Micronholis Eucalyptus Swietenia
uncinatum ropn grandis Hill macrophylla
odorata melinoniana . :
Warm ex Maiden King
N° de VL 10 8 8 8 6
N° de
out_llers do 8 5 4 3 6
conjunto de
treinamento
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: variavel latente, RMSEC: Raiz quadrada do erro médio quadratico de calibracdo, RMSECYV: raiz
guadrada do erro médio quadréatico de validac&o cruzada, LD: limite de discriminacao.

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 calibracdo ndo apresentam diferencas significativas. Entretanto, os valores
de RMSEC e RMSECV sdo parametros globais que incorporam tanto erros
sistematicos quanto aleatdrios. Sendo assim, outros indicadores utilizados para

115,122-124

avaliar a exatiddo foram obtidos através das figuras de mérito , que seréo

apresentadas a seguir.

A proxima etapa consistiu na constatacdo da eficiéncia da discriminacao dos
modelos construidos, o que foi feito através das amostras do conjunto teste para
cada espécie (segundo critérios ja descritos na Tabela 14). Os graficos de valores
previstos apresentados na Figura 72 representam cada modelo, apés a exclusdo de

outliers do conjunto de treinamento e teste.
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Valor de classe estimado Valor de classe estimado

Valores de classe estimado

melinoniana (curupixa) em relacdo as outras espécies, (d)

Numero da amostra

Figura 72. Resultados para os conjuntos de treinamento e teste para a discriminacao
de: (a) ¥ Cedrela odorata (cedro) em relacdo as outras espécies, (b)* Erisma
uncinatum Warm (cedrinho) em relacdo as outras espécies, (c) ® Micropholis
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ex Maiden (eucalipto) em relagcédo as outras espécies e (e) < Swietenia macrophylla
King (mogno) em relacdo as outras espécies, (——) limite de discriminagéo LD.
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O LD (threshold) tem a fungéo de fornecer um valor que delimita a separacao
das classes e permite a melhor separacdo, sendo que as amostras com valores
acima do LD séo ditas como pertencentes a classe da espécie a ser discriminada e
amostras abaixo do LD séao 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 se¢éo 3.6.3.2.

As Figuras 72 (a, b, ¢, d, e) apresentam os valores previstos das amostras
para os modelos construidos. A partir da andlise dos graficos, é possivel observar
gue a Cedrela odorata, Eucalyptus grandis Hill ex Maiden e Swietenia macrophylla
King (Figuras 72 a, d, e) apresentaram erros de classificagdo nos conjuntos de
treinamento e teste. Para Micropholis melinoniana (Figura 72 c) apresentou erros de
classificacdo apenas no conjunto teste, enquanto para a espécie Erisma uncinatum

Warm (Figura 72 b) ndo foram observados erros de classificagéo.

As figuras de meérito apresentadas na Tabela 16 corroboram com as
afirmativas referentes aos erros de classificacdo obtidos nos modelos das espécies
Cedrela odorata (cedro), Micropholis melinoniana (curupixa), Eucalyptus grandis Hill
ex Maiden (eucalipto) e Swietenia macrophylla King (mogno). E importante destacar
gue o numero de outliers do conjunto teste apresentado na Tabela 16 esta

distribuido em todas as classes, e ndo apenas na classe discriminada.

Tabela 16. Erros médios, outliers e figuras de mérito do conjunto teste.

o Espécies
Erro médio, = Eucalvor Swicten
outliers e figuras Cedrela —>"'&  Micropholis - caYPWs - Swietenia
- uncinatum o grandis Hill macrophylla
de mérito odorata melinoniana . .
Warm ex Maiden King
RMSEP 0,26 0,13 0,24 0,19 0,18
N de; outliers do 14 5 8 7 3
conjunto teste
Numero de FP 16 0 7 1 6
NUmero de FN 0 0 4 5 0
NUmero de VP 40 36 34 27 40
NUmero de VN 121 150 138 151 142
Taxa de Falso
Positivo (%) 11,7 0 4.8 0,7 4.0
Taxa de Falso 0 0 105 156 0

Negativo (%)
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Tabela 16. Continuacao

Especificidade 0,88 1 0,95 0,99 0,96
Seletividade 1 1 0,89 0,84 1
Taxa de

Eficiéncia (%) oo 100 85,7 83,7 95,9

RMSEP: raiz quadrada do erro médio quadratico de previsdo, FP: falso positivo, FN: falso negativo,
VP: verdadeiro positivo, VN: verdadeiro negativo.

As figuras de meérito possibilitaram avaliar a capacidade de previsdo do
modelo, atestando a qualidade da previsdo. Os modelos para Cedrela odorata
(cedro), Micropholis melinoniana (curupixa), Eucalyptus grandis Hill ex Maiden
(eucalipto) e Swietenia macrophylla King (mogno) apresentaram taxas de eficiéncia
de classificacdo de 88,3 %, 85,7 %, 83,7 % e 95,9 %, respectivamente, enquanto o
Erisma uncinatum Warm (cedrinho) teve 100 % de classificacdo correta das

amostras.

Foram realizados testes no plano tangencial, contudo, ndo foram obtidos
modelos que possibilitassem a separagéo eficiente entre as classes. Na tentativa de
melhorar a eficiéncia dos modelos de regressao, foi realizado a selecdo de variaveis
com a aplicacdo do algoritmo de selecédo de preditores ordenados (OPS, do inglés

182

ordered predictors selection)™*, porém, ndo foram obtidos resultados satisfatorios

com a aplicacdo do algoritmo OPS. Portanto, estes resultados nao seréo

apresentad 0S nesta tese.

6.2.2 Repetitividade e precisdo intermediaria dos modelos de
discriminacéo

A repetitividade ou concordancia (Tabela 17) foi avaliada através dos valores
de classe preditos pertencentes a classe 1. Esta etapa teve como objetivo

representar se ha concordancia entre os resultados das leituras de modo sucessivo.

Tabela 17. Valor de classe para a avaliacdo 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
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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 jA apresentadas sobre os
erros de classificacdo 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 proximo de 1. Em contrapartida, as espécies
Cedrela odorata (cedro) e Micropholis melinoniana (curupixa) 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 a

classe 1.

Foram observadas variacbes dos resultados obtidos para avaliacdo da
precisdo intermediaria (Tabela 18) quando comparadas com as figuras de mérito
obtidas na construcdo dos modelos (apresentadas na Tabela 16).

Tabela 18. Figuras de mérito para a avaliacdo da preciséo intermediaria.

Espécies
Figuras de Mérito Cedrela Erllsma Micropholis Eucalyptu_s Swietenia
uncinatum T grandis Hill macrophylla
odorata melinoniana ) ;
Warm ex Maiden 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((yEO;'C'e”C'a 82.4 98.1 851 88.6 92.6
Média dos valores 073 0.9 0.69 0.69 0.93
de classe 1
Média dos valores ) 5, 0,42 0,27 0,14 0,25
de classe 0

As taxas de eficiéncia 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 ndo foram observadas grandes variacbes entre as taxas
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de eficiéncia 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 a
classe 1 e a classe 0, para as quais novamente sdo retratadas as tendéncias
observadas na construgcdo dos modelos de discriminagdo. Contudo, considera-se
gue o método € preciso ou robusto a variacao entre analistas, devido as figuras de
mérito calculadas (Tabela 18) apresentarem coeréncia entre as avaliacbes aqui

apresentadas.

6.3 CONCLUSOES DO CAPITULO

Com a aplicagdo da medida de fluorescéncia através da utlizacdo de
lampada UV, camara escura e imagem digital, foi possivel obter os histogramas de
cores de cinco espécies de madeira, Cedrela odorata (cedro), Erisma uncinatum
Warm.(cedrinho), Micropholis melinoniana (curupixda), Eucalyptus grandis Hill ex
Maiden e Swietenia macrophylla King (mogno). A conversao das imagens em
histogramas de cores e a constru¢do dos modelos de discriminagcdo com a utilizacao
da andlise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS1-DA) possibilitou

construir os modelos e avaliar a discriminagdo destas espécies.

Os modelos obtidos apresentaram eficiéncia de classificacdo de 88,32 %,
85,65 %, 83,72 % e 95,95 % para Cedrela odorata (cedro), Micropholis melinoniana
(curupixd), Eucalyptus grandis Hill ex Maiden e Swietenia macrophylla King (mogno),
respectivamente, enquanto a Erisma uncinatum Warm. (cedrinho) teve 100 % de
classificacao correta das amostras. Foram observados poucos erros de classificacédo
no conjunto de treinamento e conjunto teste, sendo que estes erros foram atribuidos

a eventual variacdo das imagens.

Foi avaliada a precisdo do método através da medida da repetitividade e da
precisdo intermediaria. Os valores de classe e as figuras de mérito, respectivamente,
demonstraram que a metodologia empregada ndo apresentou grandes variacdes
nestes parametros, o que leva a concluir que esta técnica possui robustez para
discriminacdo das espécies de madeira aqui estudadas, no que diz respeito a

variacdo entre diferentes analistas e a variacao temporal.
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O presente estudo realizado com a aplicacao de fluorescéncia molecular em
conjunto com PLS1-DA demonstrou-se promissor para a discriminacdo, sob
condicdes laboratoriais controladas. Contudo, para aplicacdo deste método em
campo, ainda faz-se necessario a avaliacdo da influéncia de fatores externos que
podem ocasionar mudancas na medida da fluorescéncia, como variacbes de
temperatura e umidade. Entretanto, mesmo com os erros de classificagdo
observados, os resultados foram satisfatérios, o que caracteriza a utilizacdo da

fluorescéncia e imagens digitais como uma técnica promissora para este fim.
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As técnicas de imagem hiperespectral Raman (HIS-Raman) e NIRS (HIS-
NIRS), respectivamente, combinadas a resolu¢cdo multivariada de curvas (MCR-ALS)
trouxeram como resultados o mapeamento dos principais constituintes quimicos
presentes na madeira de E. grandis, E. urophylla e um hibrido de E. urophylla x
E.camaldulensis e Swietenia macrophylla King (mogno). A HIS-Raman-MCR-ALS
mostrou que as concentracdes de holocelulose e lignina total variaram em diferentes
regides anatdémicas no plano transversal, sendo que os resultados foram avaliados a
partir da construcdo de mapas de concentracbes e histogramas. A andlise
exploratoria desta distribuicdo proporcionou quantificar os constituintes quimicos e
os resultados apresentados foram coerentes com as analises globais obtidas pelos

métodos de referéncia.

A HIS-NIRS-MCR-ALS também proporcionou a construcdo de mapas de
concentracbes e histogramas de holocelulose, lignina total e dos extrativos. As
analises em nos planos tangencial, transversal e radial revelaram estruturas
anatdbmicas com concentracfes de seus constituintes coerentes com as funcdes que
estas estruturas desempenham na madeira. Portanto, a utilizacdo da HIS-Raman-
MCR-ALS e HIS-NIRS-MCR-ALS, resultaram na obtencdo de informacfes acerca
das distribuicbes espaciais em diferentes planos e estruturas anatémicas dos
constituintes presentes nas espécies florestais estudadas obtidos de forma direta,
concluindo-se que o desenvolvimento desta metodologia proporcionou realizar com

sucesso a caracterizacao quimica.

Ao realizar uma comparacdo entre HIS-Raman e HIS-NIRS, algumas
caracteristicas de ambas as técnicas devem ser levadas em consideracdo. A HIS-
Raman forneceu sinais dos componentes especificos em madeira, como a celulose,
hemicelulose e lignina, com menor sobreposicdo de sinais quando comparados com
a HIS-NIRS. Tal vantagem possibilitou a atribuicdo dos grupos quimicos, mesmo
sem possuir 0 espectro inicial de todos os componentes para fins de comparacao.
Além disso, amostras biologicas como a madeira ndo apresentaram sinal de

espalhamento Raman referente a agua e, portanto, esse componente nao interfere
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na andlise. Todavia, a técnica apresentou a desvantagem da alta interferéncia da
fluorescéncia proveniente dos extrativos presentes na madeira, o que resultou na
impossibilidade de avaliacdo destes componentes. Outra desvantagem detectada foi
o ruido intenso proveniente do método de aquisi¢do espectral.

A HIS-NIRS tem a caracteristica de ser eficaz para a aplicacdo em analise de
madeira, em que 0s sobretons e bandas de combinacédo observadas na regido do
infravermelho préximo estdo presentes nas moléculas dos constituintes da madeira,
como celulose, hemicelulose, lignina e extrativos, o que remete a aquisicdo de
espectros tipicos destes constituintes. Os espectros obtidos neste estudo
apresentaram baixo ruido espectral e linha de base sem flutuag@es significativas. A
desvantagem da técnica esta na elevada sobreposicédo das bandas, que apresentam
bandas de combinacdo em regides muito proximas e também, da intensidade da
banda relativa a ligacdo O-H presente na molécula de agua. Contudo, a HIS-NIRS
se mostrou uma técnica eficiente para caracterizar a composicdo quimica da

madeira utilizando MCR-ALS.

A Uultima aplicacdo desta tese foi direcionada ao estudo de imagens digitais
combinada a técnica de fluorescéncia molecular e andlise por PLS1-DA para
discriminacdo das espécies de madeira com caracteres similares. As eficiéncias de
classificacdo obtidas foram de 88,32 %, 85,65 %, 83,72 % e 95,95 % para as
espécies Cedrela odorata (cedro), Micropholis melinoniana (curupixa), Eucalyptus
grandis Hill ex Maiden e Swietenia macrophylla King (mogno) respectivamente,
enquanto a Erisma uncinatum Warm. (cedrinho) teve 100 % de classificacdo correta

das amostras.
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Portanto, a utilizacdo de imagens digitais e fluorescéncia para a discriminagéo
destas espécies de madeira demonstrou ser uma técnica promissora, frente as
técnicas ja descritas na literatura, como a NIRS. A fluorescéncia molecular pode ser
mais amplamente explorada com o uso de diferentes instrumentos de aquisi¢do de

imagens e ferramentas quimiométricas aplicadas para a analise dos dados.

Por fim, almeja-se que a presente tese possa trazer novas perspectivas frente
a utilizacdo da espectroscopia de imagem e quimiometria como técnicas analiticas
aplicadas a materiais complexos, tais quais a madeira, com o intuito de maximizar de
forma direta a caracterizacdo quimica dos mais diversos tipos de materiais. A andlise
de imagens digitais e fluorescéncia aplicada a madeira é um campo a ser explorado
e traz a vantagem da utilizacdo de instrumentos de baixo custo para aquisicdo de

imagens, quando comparados aos custos relacionados a um espectrofluorimetro.
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