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A21. Propriedades anatomicas de Pinus greggii ENGELM. preditas a través
de espectroscopia de infravermelho proximo.
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RESUMO: O setor madeireiro e de celulose e papel necessitam uniformizar e aperfeicoar seus
produtos. e o controle da qualidade da madeira usada como matéria-prima € uma exigéncia cada
vez maior. A espectroscopia na regido do infravermelho préximo vem se difundindo como
método de analise devido a sua rapidez, a pouca preparacdo de amostras. nenhum uso de
reagentes quimicos e nenhuma influéncia do operador. Este trabalho objetiva correlacionar o0s
espectros de NIR com as dimenses de fibras de amostras de madeira de Pinus greggii Engelm ..
A técnica envolve a aquisicdo de espectros de reflectancia difusa na faixa do NIR de amostras
que sdo também submetidas as andlises convencionais. A seguir é feita uma andlise estatistica
multivariada para construir um modelo de predicdo das propriedades. As medidas convencionais
foram feitas usando-se microscopia Optica em lamina de macerado. Nas analises anatdmicas,



verificou-se uma variacdo de comprimento de traqueideos entre 4100 m e 2300 m, diametro
entre 71 m e 50 m e espessuras de parede entre 10 m e 19 w1 O equipamento utilizado
para obtencdo dos espectros foi um espectrofotdmetro  FemWin900. Os calculos matematicos
foram realizados utilizando o software Unscrambler® 9.2. Conseguiu-se uma correlagdo média
para as propriedades de comprimento e diametro dos traqueidcos, ja para as outras propriedades
ndo houve uma boa correlagéo.

A21. Near infrared spectroscopy to predict anatomical properties of Pinus
greggii ENGELM.

ABSTRACT: The lumber and cellulose and paper sector need to standard and to optimize its
products, and the quality control of the raw material is becoming a growing exigency. The near
infrared spectroscopy is spreading out as a method of analysis due the rapidity, almost none
preparation of samples, the absence of chemical reagents, and neither operator error. The
objective of this work is to correlate the spectra of NIR with the fiber dimensions of wood
samples from wood of Pinus greggii Engelm. The technique involves the acquisition of spectra
of diffuse reflectance in the range of the NIR from samples that are also submitted to the
conventional analyses. Next. a multivariate statistics analysis is made to construct a prediction
model for the properties. The conventional measurements were made using optic microscopy in
macerated lamina. The anatomical analyses show variation of tracheid length between 4100 um
and 2300 wm, the diameter between 71 wm and 50 um and the cell wall thickness between 10 um
and 19 um. The spectra were obtained using the spectrophotometer FemWin900. The
surried througn using software Unscrambler” 9.2, It was obained

lation for the trache:d fength and diameter. and for the other proprieties

wasiy 't a zood correlation.
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1. INTRODUcAO

A densidade tem sido a caracteristica usada por alguns programas de melhoramento com o intuito
de aumentar o rendimento de polpa. a resisténcia e a rigidez de tdbuas. Todavia. na maioria das
vezes 05 programas focalizam suas agbes nas caracteristicas  fenotipicas mais facilmente
mensuraveis, como o volume. retiddo de fuste, forma. altura, resisténcia a doencas e angulo de
grdo Muito embora existam muitas pesquisas em morfologia das fibras, poucos sdo os programas
que tém wusado outras caracteristicas tecnoldgicas internas como o comprimento de fibra,
espessura de parede, "coarseness" ou rendimento de polpa. Algumas poucas empresas comegam
a introduzir essas caracteristicas nos seus programas inclusive com a utilizagdo do angulo
microfibrilar. Para avaliagdo das fibras, aqui no Brasil ndao é usual usar-se o "coarseness”, que
pode ser definido como a massa total de uma amostra de fibras dividida pelo comprimento total
das fibras (SYKES et al., 2005). O comprimento de fibra é importante para a resisténcia
mecénica dos produtos obtidos a partir da madeira. As propriedades de fibra (KELLOGG et al.,
1975) e a composicdo quimica da madeira sdo reconhecidas como sendo de grande importancia
para as industrias de papel e celulose. Entretanto, as correlagbes entre as propriedades basicas da
madeira e a qualidade dos produtos finais nem sempre sdo bem conhecidas (POT et al.,, 2002).
Estudos com Pinus taeda mostraram urna grande variagdo das propriedades rendimento de
celulose, comprimento de fibra e “"coarseness' (CHANG et al.,, 2(05). Assim, é recomendavel

que para urna populacdo ja previamente selecionada por sua densidade seja, num passo seguinte,
melhorada quanto ao comprimento de seus traqueideos (VIA et al., 2004).

O comprimento de fibra ¢ uma propriedade que influencia muitas caracteristicas do papel ¢ da
madeira macica. Essa grandeza tem tfundamental importincia para a indistria de papel e celulose
em virtude de sua grande relagdo com muitas propredades do papel, incluindo as resisténcias ao
rasgo ¢ ao estourn  THOMAS, 1970; BRITT. 1870).
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laboratorios de anatomia da madera ainda usa 2 montagem de laminas provisorias ¢
microscoplo optico com operador para realizar o malor numero de medidas possivels para cada
amostra. No metodo optice ¢ necessario que uma suspensac diluida da polpa passe por uma
cubeta que ¢ tluminada por uma fonte de luz. Uma camera detecta vs traqueideos ¢ uma andlise
de imagem ¢ usada para medir seu comprimento. Entretanto, mesmo no caso de uso desses
equipamentos modermnos, a polpagdo ¢ lenta e exige trabalho intenso o que limita o namero de
amostras que podem ser analisadas.

Atualmente existe muito interesse no desenvolvimento de métodos rapidos e nao-destrutivos para
a determinacdo de propriedades de madeira oriunda de arvores plantadas e de rapido crescimento.

Essas propriedades sdo importantes para a indlstria em termos de avaliagdo de seus recursos e
também para ajudar nos trabalhos de melhoramento da qualidade da madeira das arvores de seus
plantios (TSUCHIKAWA, 2007; SO et al.. 2004).

Schimleck e Evans (2002a, 2002b, 20(4): Schimleck et al. (2003, 2005a, 200Sb): Jones et al.
(2005a, 2005b) estimaram o angulo microfibrilar, rigidez, densidade aparente e caracteristicas

morfologicas em rolos de incremento de rius através da espectroscopia na regido do NIR
usando como valor de referéncia medidas realizadas com a metodologia SilvScan desenvolvida

no CSMO da Austrélia.

O uso de espectroscopia para a predicdo do comprimento de fibras tem recebido pouca atencéo
dos programas de melhoramento florestais devido a escassez de estudos.



Alguns trabalhos mostram que o uso de certas técnicas para tratamento prévio dos espectros,
como a correcdo ortogonal do sinal (asC), pode melhorar o poder de predicdo das técnicas
quimiométricas aplicadas em propriedades anatdbmicas e fisicas de madeira, do papel e da polpa
(WOLD.et al., 1998:MARKLUND; HAUKSSON, 1999; HAUKSSON er al., 2001).

Em todos os trabalhos encontrados na literatura internacional que desenvolveram metodologia
para uso dos espectros na faixa do NIR para predizer os comprimentos de fibras, as medi¢cdes dos
valores de referéncia usaram médias ponderadas (comprimento  ou peso) obtidas nos
equipamentos Opticos acima citados. A chamada média do comprimento de traqueideo € a média
aritmética dos comprimentos dos traqueideos dado pela formula abaixo:

E a média ponderada pelo comprimento ¢ dada por:

Gh 12
Média ponderada no comprimento= z ;
nt i

Lésimo

Onde i ¢ o comprimento da fibra de classe de comprimento i e " ¢ o numero de fibras
na classe de comprimento | (SCHMILECK et al., 2004).

A despeito de quase a totalidade dos trabalhos usarem a reflectancia difusa, principalmente por
esta ndo exigir pré-tratamento das amostras, Sykes et al. (2005) mostraram que ¢ possivel obter
curvas de calibracdo em madeira por transmitincia. As amostras eram 1dminas de madeira obtidas
¢m microtomo com cerca de 200 um de espessura. Estes autores avaliaram o uso do NIR para
predicde do teor de w-celulose, comprimento de fibra, “coarseness”, @ teor de lignina em madeira
de Pinus taeda. Para a propriedade comprimento de fibra. os autores encontraram wm coeficiente

de determinacio am erro oadrdo de oredicdo usando

DATG A curva G Qalibracio de G >
amastras oxiorngs agueias usadas ard 4 Calbracao de UsYT mm, s€ndo gque ¢ valor ao

comprimento medio das fibras era de 1398 mm.
Schimleck 2t al, 12004) encontraram valores para os coeficienies de determunacio de 0.88 2 0,96
para as curvas de calibracdo para_as medias aritmética ¢ ponderada do comprimento de fibra,
respectivamente. Os espectros foram obtidos de amostras na forma de rolos de incremento.
Todavia, para a predi¢do externa as curvas de calibragdo apresentaram -<oeficientes de
determinagdo de 0,58 ¢ 0,86, com erros padrdo de predi¢do de 0,17 e 0,25 mum, respectivamente.
Via et al. (2005) conseguiram boa curva de calibragio usando espectros de absorbancia na regido
do NIR para amostras de lenho juvenil de madeira de Pinus palusiris. Segundo esses autores a
falha no modelo de predi¢do para amostras do lenho maduro esta no fato do espectro na regido do
NIR trazer alguma informacdo quimica da lignina ¢ da celulose que estdo correlacionadas com o
comprimento de tibra. Ainda assim, os coeficientes de determinagido para as curvas de calibragio
e de validagdo externa foram de 0.76 e 0,65, respectivamente. Sendo que o modelo apresentou
erros maiores para os comprimentos de fibra acima de 4.2 mm.

Marklund e Hauksson (1999) usaram pé de madeira para obten¢do de espectros na regido do NIR
e correlacionaram com comprimento de fibra. Os coeficientes de determinagdo para as curvas de
calibragdio ¢ predigdo externa foram de 0,775 ¢ 0,727, respectivamente, apds o uso de correcdo
ortogonal do espectro. Hauksson et al. (2001) também usando a mesma técnica anterior em
madeira de Norway spruce conseguiram coeficientes de determinacdo para a predicdo externa das



médias ponderadas dos comprimentos de fibras conforme as equagdes (1)e (2) acima descritas de
0,722 e 0,840, com erros de predicdo externa de 2,13 e 0,63 mm.respectivamente.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a técnica de espectroscopia de infravermelho préximo
para a predigdo de comprimento de fibras da madeira, utilizou-se tratamento estatistico
multi vanado para desenvolver lima curva de calibragdo correlacionando  0s espectros no
infravermelho  proximo e a técnica convencional de analise das propriedades anatdbmicas da
madeira.

2. MATERIAIS EMETUDUS

Para a andlise convencional e para obtencdo dos espectros, foram estudados anatomicamente as
amostras de Pinus greggii, provenientes de florestas com 13 anos da Klabin-SC, analisou-se 20
arvores, das quais foram retirados discos ao longo da altura do tronco a cada 2,30 m (cerca de
sete em média por arvore nas seguintes alturas: 2,3 m, 46 m, 6,9 m, 92 m, 11,5 m, 13,8 m, 16, |
m). Desses discos foram retiradas cunhas para a maceracdo e para serem moidas.

Fot utilizado o método nitrico-acético de maceragdo para separar as fibras que foram usadas na
montagem de ldminas provisérias para as medidas anatomicas. Esse procedimento consiste na
maceracio de palitos de madeira com espessura de 2 mm em uma solugdo de acido nitrico
concentrado e acido acético glacial na propor¢do de 1:3 em tubos de ensaio. Os palitos devem ser
completamente submersos na solucdo macerante. Os tubos de ensaio sdo levados para banho-
maria em c¢bulicdo dentro de capela com exaustor. O tempo de maceracio foi de
aproximadamente uma hora, seguido de lavagem com agua destilada e desintegracdo do residuo
(BARRICHELO et al, 1983). As medi¢des foram feitas em microscopio dptico; para medi¢lo do
comprimento for utilizada a objetiva de 3x e para a medicdo dos diametros interng ¢ externo foi

usada g odjetiva de 10x. s resultados foram dados em micrémetros.

Foraim feitas 30U medidas 4o microscapio Mmina temporaria. nara em seguida realizar uma media
aritmeuca, do comprimento ¢ dos didmetros exiemo e internc dos tragueideos. O microscopio
optico utilizado for o AXIOPLAN 2 "ZEISS™.

Os espectros de NIR foram obtidos a partir da serragem de cunhas dos discos das toras. As
médias dos valores medidos toram utilizadas como valor referéncia para a -calibracdo dos
espectros na faixa do NIR.

O equipamento empregado foi o espectrofotbmetro  FenWin900 ~FEMTO) de fabricacdo
nacional. Os espectros foram coletados em um intervalo com comprimento de onda variando de
1100 a 2500 nm e de 1em 1nm. O equipamento utiliza um corpo de teflon como referéncia e foi
operado em modo de reflectancia difusa (log I/R). Foram coletados 101 espectros de 20 arvores
de P. greggii.

Os dados foram analisados com o software Unscrambler® 9.2, utilizando calibracdo multi variada
feita por uma regressdo pela técnica dos minimos quadrados parciais (PLS), em média com o
total de 5 fatores (vardveis latentes), com validacdo cruzada (“full cross validation"). Cerca de
70%) das amostras foram usadas para a construcdo das curvas de calibragdo e as restantes 30%
foram usadas para a validacdo externa do modelo construido. O erro padrdo de predigdo refere-se
a validacdo externa realizada com tais amostras que ndo participaram da construcdo da curva de



calibracdo. Para maiores detalhes das técnicas quimiométricas usadas ver Esbensen (2002), Naes
et al. (2004) e Martens e Naes (2002).

A avaliagdo de como a calibracdo ajusta os dados é fornecido pelo erro padrdo de calibracdo. O
erro padrdo de predicdo (SEP) fornece uma avaliacdo da qualidade da predicdo feita pela curva de
calibracdo para um conjunto de amostras diferentes daquelas usadas na calibragdo. O desvio da
razdo de desempenho (RDP), calculado como a razdo entre o desvio padrdo dos valores de
referéncia e o SEP, foi usado para determinar a habilidade de predicdo da calibracdo
(SCHIMLECK: EVANS, 2004). Um valor de RDP maior que 2.5 é considerado satisfatorio para
selecdo, todavia Schimleck et al. (2003) consideraram que um RDP de aproximadamente 1.5
pode ser usado como uma ferramenta inicial para o melhoramento.

3. RESULTADOS E DISCUssAo0

Os valores minimos, médios e maximos das dimensGes dos traqueideos  medidos
convencionalmente  sdo mostrados na Tabela 1, assim como a média dos desvios padrdo de cada
amostra.

Tabela | - DimensBes dos traqueideos de Pinus greggii obtidos de &rvores com 13 anos de
idades.
Table 1.Pinus greggi tracheid dimensions from trees wirh 13 years old,

Propriedades Minimo Médio Maximo Desvio padrdo das  Media dos Desvio
anatomicas (um)  (um)  (wm) medias Desvios  padrdo das
{pum) Padrdo fibras
{um) {um)
Comprimento 23000 285G 4100 360 650 220
Diamewro Externo hif 57 71 4 7 Y
Didmetro intermno 20 30 38 S 0 1O
{lument) .
Espessura da Parede 10 13 19 3 3 4

Pode-se observar que as propriedades analisadas possuem uma consideravel varidncia dentro das
amostras. devido o material ser heterogéneo e de origem natural. As fibras (traqueideos) podem
variar muito de dimensfes conforme a posicdo no tronco em que se coleta a amostra. bem como a
que condicbes a arvore ¢é submetida. alterando assim sua composicdo e formacdo. O desvio
padrdo das médias ndo é tdo elevado quanto o desvio padrdo dentro de uma mesma amostra. Isso
mostra que existe uma variacdo maior dentro de uma mesma arvore no sentido medula casca que
entre arvores, ao menos no lote estudado.

A Figura 1 mostra espectros sem tratamento prévio por reflectancia difusa na faixa de
comprimento de onda do NIR para amostras de madeira de Pinus com grande variacdo das



dimensdes de fibras. Os espectros sdo tipicos de madeira e similares aos reportados na literatura
internacional.
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O watamento multivariado utlizou espectros de 70% das amostras para a4 obtencio da curva de
calibragdo (modelo) ¢ os outros 30% das amostras para a predicdo {ou validagdo) externa. Na
Tabela 2 estdo mostrados os valores dos coeficientes de correlacdo, das variancias para a
calibragdo e a validagdo cruzada, assim como, os valores do coeficiente de cerrelagdo para a
predicdo externa.

Tabela 2. Coeficientes de correlacdo e erros padrdo do modelo e da validagdo externa para as
propriedades anatémicas de P. greggii pelo programa Unscrambler 9.2 usando o método PLS.

Table 2. Correlation coefficients and standard errors of the model and the externai validation for
anatomical properties of P. gregglli using PLS in the Unscrumbler 9.2 software.

Propriedades R {calibracdo) R Erro padrio da R Erro padrio N”
anatémicas (validagio modelagem (pm) (validagio  de predi¢io var.
cruzada) calibragio validacae  GAterna)  externa (pum)  latentes
cruzada
Comprimento 0,818 0,668 200 263 0,662 226 6
Didmetro 0,567 0.362 24 28 0,599 3 5

exerno



Didmetro
interno

Espessura de 0.742 0,684 13 L4 0,344 2 4
parede

Nio foi possivel construir um modelo

Observa-seque a propriedade anatbmica didmetro interno ndo obteve correlagdo com 0s
espectros de NIR e que para a espessura de parede, embora se tenha conseguido uma boa
calibracdo e validacdo cruzada, o modelo ndo apresentou uma boa capacidade de predigdo.

A Figura 2 mostra os valores preditos pela regressio PLS comparados com os valores de
referéncia medidos convencionalmente  para o comprimento dos traqueideos. Os elTOS padrédo
encontrados para a calibracdo e a validacdo cruzada foram, respectivamente, 200 J.Lre 263 um,
que sdo valores menores que a metade do desvio padrdo da medida convencional. As correlacdes
encontradas para a calibracdo e a validacdo cruzada foram, respectivamente, 82 Vo e 67 %.
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Figura 2. Relacdo entre meédia aritmética de valores medidos para comprimento dos traqueideos
de P. greggii e os valores preditos pelo modelo. Os circulos azuis foram usados para
determinacdo dos coeficientes de calibracdo e os vermelhos para a validagdo cruzada no mesmo
conjunto de amostras.

Figure 2. Relationship between arithrnetic mean of measured tracheid length ofP. greggii and the
predicted values by the model. The blue circles were used for evaluation of the correlation
coefficients for calibration and the red one for cross validation in the sarne set of samples.



Nisgoski (2005) relatou coeficientes de correlagdo para a calibracdo e a validacdo cruzada de
73 % e 63 % para amostras de P. taeda usando a mesma técnica, porém com amostras de madeira
macica. A discrepédncia entre os resultados deste trabalho e o da literatura pode ser decorrente da
diferenca de metodologia de amostragem além da diferenca de espécies. Neste trabalho foi usada
serragem e no trabalho de Nisgoski (2005) foram empregados cubos de madeira, além disso. as
analises realizadas nas amostras de serragem compreenderam uma porcdo de um disco do tronco.
ja os cubos de madeira continham a variagdo de uns poucos anéis de crescimento.

A Figura 3 mostra a relagdo entre os valores medidos convencionalmente e os preditos para a
propriedade comprimento  dos traqueideos usando o modelo construido anteriormente para o
restante das amostras. As amostras usadas ndo fizeram parte da construcdo da curva de
calibracéo.
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Figura 3. Relacdo entre os valores medidos convencionalmente e os preditos pelo modelo de
calibracdo usando espectros de NIR de 30 amostras externas para a propriedade comprimento dos
traqueideos.

Figure 3. Relationship between values conventionally measured and predicted by the
model using NIR spectra of 30 external samples for rracheid length property.

Na validagdo externa o valor obtido para o coeficiente de correlacdo foi de 66 % sendo que as
amostras foram diferentes das usadas para a calibracio e o erro padrdo de predicdo foi de
226 um. A despeito do baixo valor para o coeficiente de correlagdo o0 erro padrdo estd muito
abaixo da média dos desvios padrdo dos valores medidos convencionalmente.  Assim, o valor
para o RDP encontrado foi de 2,88. o que habilita a técnica para ser usada em selecdo em



programas de melhoramento genético florestal. Todavia, se for usado para célculo do RDP o
desvio padrdo das médias, este valor cai para 1,59. Isso mostra que as medidas convencionais

para comprimento de fibra usando médias de medidas feitas em disco nem sempre sdo adequadas

para distinguir arvores.

A Figura 4 mostra os valores preditos pela regressio PLS comparados com os valores de
referéncia medidos para o diametro externo dos traqueideos. Os erros padrdo encontrados para
calibracdo e validagdo cruzada foram, respectivamente, 2,4 um e 2.8 um. Os valores para 0S
coeficientes de correlagdo da calibracdo e validagdo cruzada foram 0,57 e 0,36, respectivamente.

O modelo foi mais bem ajustado que aquele apresentado por Nisgoski (2005) para amostras de
madeira maci¢ca que tinham menor variacdo das dimensGes das fibras dentro de uma mesma
amostra.
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Figura 4. Relagdo entre média aritmética de valores medidos para didmetro externo dos
traqueideos de P. greggii e os valores preditos pela modelo. Os circulos azuis foram usados para
determinacdo dos coeficientes de calibracdo e os vermelhos para a validagdo cruzada no mesmo
conjunto de amostras.

Figure 4. Relationship between arithmetic mean 01'the tracheid external diameters measured for
P. greggii and the predicted by the rnodel. The blue circles were used for evaluation of the
correlation coefficients for calibration and the red one for cross validation in the same set 01'

samples.



A figura 5 mostra a relacdo entre os valores de didmetro externo de fibras medidas de forma
convencional e os preditos pelo modelo para amostras que ndo foram usadas para a construcdo da

()
curva de calibragdo.
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Figura 5. Relacio entre os valores medidos convencionalmente ¢ os preditos nelo modelo de
calibragdo usando espectros de NIR de 50 amostras externas para a propriedade didmetro externo
dos traqueideos.

Figure 5. Relationship between values conventionally measured and predicted by the model using
NIR spectra of 30 externai samples for tracheid externai diameter.

O coeficiente de correlagdo na validagdo externa foi baixo e por volta de 0,60. Entretanto, o erro
padrdo de predicdo (SEP) encontrado foi de 3 um que é menos que a metade da média dos
desvios padrdo das médias obtidas a partir das medidas convencionais. O desvio da razdo de
desempenho para este caso foi de 25, indicando que a nova metodologia pode ser usada para
sele¢do em programas de melhoramento genético florestais. Da mesma forma que para 0 caso
anterior, se for usado o desvio padrdo das médias o valor do RDP cai para 1.33, o que habilita
metodologia apenas para uma selegdo preliminar.

6. CONCLUSAO



A variacdo das propriedades anatdbmicas dentro de uma mesma darvore € muito maior que a
variagdo entre as arvores usadas neste estudo.

Ao avaliar as propriedades anatdbmicas da madeira de Pinus greggii, conseguiu-se uma correlagdo
baixa para as propriedades de comprimento e didmetro externo dos traqueideos, ja para as duas
outras propriedades ndo houve uma boa correlacdo.

A baixa correlagdo pode ser devida a uma amostragem insuficiente. ou pela morfologia da
amostra usada na forma de serragem. Outro aspecto a ser observado € uma grande variagdo
natural das dimensfes das fibras dentro de urna mesma amostra de madeira, 0 que permite através
do calculo do desvio da razdo de desempenho (ROP), que a técnica seja indicada para selegdo
preliminar em programas de melhoramento genético para a industria de base florestal.

Este método é econdmico e pratico, ja que ndo exige preparo elaborado de amostras e nem utiliza
reagentes quimicos, além de independer da experiéncia do operador. As analises das propriedades
anatbmicas da madeira usando-se métodos quimiométricos sdo realizadas em menos de dois
minutos. ja na metodologia convencional precisa-se de cerca de um dia. Assim a técnica pode ser

usada em escala industrial como uma alternativa a métodos mais precisos, porém muito
demorados.
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