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RESUMO

No presente trabalho foram analisados e comparados 0os modelos de regressdo multivariados por
minimos quadrados parciais (PLS), minimos quadrados parciais por intervalo (iPLS) e minimos
quadrados parciais por sinergismo intervalos (SiPLS), visando determinar a concentracdo de tanino e
umidade diretamente na casca de Acacia mearnsii. Foram coletadas 7 amostras de casca de uma area de
reflorestamento da empresa Seta S.A. As NBR’s 11131 e 14929 foram utilizadas como métodos de
referéncia para a determinacdo de taninos e umidade, respectivamente. Os espectros de NIR foram
adquiridos utilizando um espectrofotémetro no infravermelho préximo com esfera de integracdo, com
detector Indio-Galio-Arsénio na faixa de 10.000 a 4.000 cm™, com resolugdo de 16 cm™ e 32
varreduras. Os modelos de regressdo foram desenvolvidos empregando o software Solo 6.5.3
(Eigenvector Research, Inc.) e diferentes estratégias de pré-processamentos foram investigadas em
funcéo dos resultados da raiz quadrada dos erros medios de validacdo cruzada (RMSECV). Os valores
de RMSECV ficaram entre 0,79 - 1,56% para tanino, e para umidade entre 0,71 - 1,48%. Estes
resultados comprovam que a espectroscopia no infravermelho proximo (NIR) associada a métodos
multivariados de calibracdo pode ser aplicada para a determinacdo direta de tanino e de umidade na
casca de Acacia mearnsii.

Palavras-chave: calibracdo multivariada, NIR, taninos, umidade, Acacia mearnsii.

1. INTRODUCAO

Taninos sdo complexos polifendlicos de origem vegetal, amplamente utilizados na inddstria de
curtimento de peles, de adesivo, petrolifera, de borracha, e farmacéutica'®, e as maiores concentragdes
séo encontradas na madeira e na casca de certas folhosas, sendo que a casca da Acacia-negra (Acacia
mearnsii De Wild) e a madeira do Quebracho (Schinopsis balance Engl.) estdo entre as mais
importantes fontes de taninos condensados destinados a producéo industrial*®.
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No Brasil, a casca da Acacia-negra é a mais utilizada na producdo de taninos, segundo dados do IBGE
— Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica® cerca de 158.000 toneladas de cascas foram extraidas
no sul do pais no ano de 2008.

Segundo Santos et al.”, a casca de Acacia mearnsii pode apresentar até 28% de taninos (base em peso
seco). No entanto, a produtividade de tanino depende de diversos fatores, tais como: caracteristicas
genéticas da planta, caracteristicas climéticas e pedoldgicas, das técnicas silviculturais e de manejo
utilizados nos povoamentos®. A interacéo entre estes fatores determina uma significativa variacdo de
concentragdo de tanantes na casca adquirida pela inddstria®**.

Apesar disto, 0 mercado da casca da Acacia-mearnsii € baseado, unicamente, na massa deste material e
ndo na sua concentracdo de taninos. Isto é justificado, pelo setor industrial, em funcdo da morosidade
do método para determinagdo do teor dos constituintes tanantes descrito na NBR 11131% cujo
procedimento pode consumir até 20 horas por determinacdo, impedindo sua aplicacdo em
procedimentos rotineiros de controle de qualidade, especialmente para um grande volume de amostras.
Por este motivo, diferentes estudos tém sido conduzidos para o desenvolvimento de metodologias
analiticas alternativas. Lopes et al.™ aplicaram cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase
reversa para determinacdo de flavan-3-0is presentes em extrato semi purificado das cascas de trés
espécies de Stryphnodendron, obtendo limites de deteccdo inferiores a 0,17 pg/mL e coeficiente de
variagdo inferior a 5%. Prasad'* aplicou a espectroscopia no infravermelho préximo (NIRS) e regress&o
linear maltipla para a determinacao de taninos e fendis totais em amostras secas e moidas de Leucaena
mimosine e acéacia sp. Utilizando os valores de reflectancia medidos em apenas quatro comprimentos
de onda (2152, 2178, 2183 e 2295 nm), os resultados obtidos para tanino em amostras de casca de
acécia sp. apresentaram erro padrdo de 1,12% e coeficiente de correlacdo de 0,9632. Derkyi et. al.'®,
também utilizaram NIRS e métodos multivariados de calibracdo para a andlise de cascas de Pinus
(Pinus Caribaea Bark) secas e trituradas. Os autores obtiveram coeficientes de determinacdo (r?) de
0,91 e 0,96, e erros (RMSECV - Root-Mean-Square Error of Cross-Validation) de 0,72 e 0,23 na
determinacdo de extraiveis e polifendis, respectivamente.

No entanto, esses estudos ndo investigaram a determinacdo da concentracdo de tanino e de umidade
diretamente na casca da arvore, sendo este o propdsito desta pesquisa: utilizar o NIRS associado a
métodos de calibracdo multivariada para a determinacdo direta de taninos e de umidade em casca de
Acacia mearnsii.

Diferentes autores relatam que a combinacdo dessas ferramentas resulta em metodologias analiticas
que se caracterizam por serem ndo destrutivas, rapidas, de menor consumo de reagente e geracdo de
residuos, constituindo uma alternativa eficiente para a analise de rotina em laboratério de controle de
qualidade industrial, fundamental para o controle do processo.

16-19

2. METODOLOGIA

As amostras foram coletados em uma area de reflorestamento no estado do Rio Grande do Sul, Brasil.
A casca foi extraida no DAP (didmetro na altura do peito) da arvore, em 7 exemplares de diferentes
idades (3-9 anos), e em uma Unica campanha de coleta. Estas amostras (250 g) foram armazenadas em
sacos de pléstico e transferidas para o laboratorio (até 48 horas) para a aquisicdo de espectros de
infravermelho, e determinacédo de tanino e de umidade.

As casca de Acacia mearnsii foram dividas em 2 subamostras (Figura 1), cada uma contendo
aproximadamente 15 cm? de area. Os espectros de infravermelho foram adquiridos em triplicata, na
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parte interna da casca de cada uma das subamostras em um raio de 5 cm. Assim, foram obtidos 42
espectros de infravermelho (4000-10000 cm™) a partir de 7 amostras de casca, as quais foram
identificadas como AM3-Al, AM3-A2, A3-AM3, AM3-B1, B2-AM3, AM3-B3 até AM9-A1,-A2
AM9, AM9-A3, AM9-B1, AM9-B2, B3-AMO9.

3 z g

Casca de Acacia

o Corte da casca Sub-amostras
mearnsii

Figura 1: Preparagéo das subamostras de casca de Acacia mearnsii.

2.2 Aquisicao dos espectros no infravermelho préximo e determinagéo de tanino e umidade

Os espectros foram obtidos utilizando um espectrémetro no infravermelho proximo com esfera de
integracdo PERKIN ELMER, modelo Spectrum 400 com detector Indio-Galio-Arsénio (InGaAs), na
faixa de 10.000 a 4.000 cm™, resolucéo de 16 cm™ e 32 varreduras. As determinacdes foram realizadas
a partir do acessorio NIRA contendo a esfera de integracdo (acoplado ao espectrometro).

Para a determinagdo de taninos e umidade na casca de Acacia mearnsii foram utilizadas as
metodologias descritas nas NBR 111312 e NBR 14929%°, respectivamente.

2.3 Modelagem dos dados

Os espectros de infravermelho de cada amostra constituiram a matriz de dados X e os valores da
concentragdo de tanino e de umidade correspondentes a matriz Y dos dados, as matrizes de dados
foram transferidas para o software Solo 6.5.3 (Eigenvector Research, Inc.), ambiente no qual foram
desenvolvidos os modelos multivariados de andlise de dados (PCA) e de calibragdo (PLS, iPLS e
siPLS). O numero de variaveis latentes (LVs) utilizados foi escolhido com base no menor valor obtido
para RMSECV (Root-Mean-Square Error of Cross-Validation). Para os modelos de PLS foi utilizado
todo o intervalo do espectro de infravermelho (full-spectrum). Os modelos de iPLS (Interval Partial
Least Squares) foram desenvolvidos dividindo o espectro de infravermelho em 2, 3, 4, 8, 16 e 32
intervalos e, a partir dos resultados obtidos no iPLS, foram construidos modelos siPLS. Os modelos em
siPLS foram desenvolvidos no modo automatico do software, expressando a melhor combinacéo de
intervalos para confeccdo dos modelos de calibragao.

Com objetivo de eliminar informagdes ndo relevantes dos espectros e tornar a matriz de dados melhor
condicionada a analise, diferentes técnicas de pré-tratamento dos espectros foram utilizadas, e avaliadas
em fungdo dos resultados de RMSECV. Da mesma forma, o numero de variaveis latentes (LVs)
utilizados nos modelos foi determinado com base no menor valor obtido para RMSECV?2.

Para a comparacdo dos resultados finais obtidos pela metodologia desenvolvida neste estudo e as de
referéncia utilizou-se a prova estatistica ndo paramétrica de Wilcoxon, no Software Paleontological
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Statistics - PAST versdo 1.91%", onde foram pareados os resultados do método de referéncia com os
obtidos na metodologia proposta.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A concentracdo de taninos nas amostras coletadas na area de reflorestamento variou entre 7,9+0,2% e
20,9£0,4% (m/m, base em peso Umido). Ja os resultados de umidade indicaram uma variacdo menor,
entre 55,3% e 62,8% (m/m, base em peso umido), como pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados obtidos na determinacdo de taninos (NBR 11131) e umidade (NBR 14929) nas 7 amostras de casca de
Acacia mearnsii coletadas na area de reflorestamento.

Tanino (%, m/m) Umidade (%, m/m)
Amostra ldade da floresta (anos) Media DP DPR (%) n Média DP DPR (%) n
Am3 3 7,9 0,2 2,1 2 62,0 - - 1
Am4 4 11,7 0,4 3,1 2 62,8 - - 1
Amb 5 11,5 - - 1 58,3 - - 1
Am6 6 15,6 - - 1 56,2 - - 1
Am7 7 15,1 - - 1 57,0 - - 1
Am3 8 20,9 0,4 1,9 2 55,3 - - 1
Am9 9 17,4 - - 1 56,4 - - 1

Onde: DP = desvio-padrdo, DPR = desvio-padrao relativo, n = nimero de replicatas.

3.1 Espectros de infravermelho préximo das amostras de Acacia mearnsii

A Figura 2 apresenta o perfil dos espectros de NIR das amostras in natura. A fim de auxiliar na
interpretacdo, foi incluido ainda um espectro do tanino natural em p6, ndo sulfitado, com 75% de
pureza e 6% de umidade, fornecido pela indlstria Seta S/A - Extrativa de Tanino de Acacia. Nos
espectros foram aplicados os pré-processamentos por normalizacdo (inf-Norm, maximo = 1) e MSC
(Correcdo de Espalhamento Multiplicativo) para a corre¢do de ndo linearidades e deslocamento na
linha de base.

A alta intensidade da absorcédo das ligacdes de O-H da agua € evidente, nas regides entre 6250 - 7250
cm™ e 4750 - 5400 cm™ 2. No entanto, segundo Bakeev®, estas mesmas regides sdo importantes para
caracterizar alcoois e acidos organicos, aos quais contém o grupo funcional O-H, que é o segundo
principal grupo (depois do C-H) no espectro de NIR. Segundo Holler et al.* a banda em 7100 cm™ é
frequentemente utilizada na quantificacdo de fenais.

As bandas que ocorrem na regido entre 4000 - 5000 cm™ resultam de combinacdes de vibracdes
fundamentais na regido de impressao digital do NIR com vibracdes de estiramento C-H*. Para fendis,
bandas de combinacéo de vibragdes do estiramento C-H e deformacéo de C-H ocorrem em 4648, 4550,
4300 e 4046 cm™ *2, Além disto, bandas de absorcéo dos modos de vibragéo de O-H, de carater menos
polar do que as ligacbes de agua, como em moléculas de tanino, podem estar presentes entre 4000 -
5000 cm™ ’. Segundo os mesmos autores, esta regido possui carater informativo e baixo nivel de ruido,
sendo que Derkyi et al.”® e Prasad'* utilizaram esta regido na determinacéo de tanino para amostras
secas.
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Figura 2. Perfil dos espectros de NIR obtidos nas amostras de casca de Acacia mearnsii coletadas na area de
reflorestamento, apds pré-processamentos.

3.2 Calibracdo multivariada

Nos resultados dos modelos referentes a concentracéo de tanino observou-se que a calibracdo por PLS
empregando a sequéncia de pré-processamento dos espectros por normalizagdo (inf-Norm, méximo =
1) seguido de MSC (Correcdo de Espalhamento Multiplicativo) e autoescalado (Auto) apresentou 0s
menores erros de validagdo (RMSECV = 0,97%). Assim, esta estratégia de pré-processamento foi
aplicada nos estudos de iPLS e siPLs.

O modelo de calibragdo por iPLS em que o espectro foi dividido em trés subintervalos (iPLS3),
selecionou a regido entre 6333 - 5167 cm™, como a de menor erro de validagdo cruzada (RMSECV =
1,56%), apresentando um coeficiente de correlacdo (r (CV)) de 0,921, utilizando 7 varidveis latentes
(Figuras 3 e 4).

O modelo de calibracédo por sinergismo de intervalos, indica no modelo siPLS16, que a combinacdo das
regides entre 6410 - 4667 e 4448 - 4231 cm™ resultando no menor erro de validagdo cruzada
(RMSECV = 0,79%) e apresentando um coeficiente de correlacdo (r (CV)) de 0,988, com a utilizacdo
de 10 variaveis latentes (Figuras 5 e 6).
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Figura 3. Resultados de RMSECV para os intervalos (colunas) e para o modelo global (linha tracejada), obtidos no modelo
iPLS3 para tanino em amostras de casca de Acacia mearnsii in natura. Os nimeros dentro das colunas identificam o
namero de variaveis latentes (VLs) utilizados em cada subintervalo.
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Figura 4. Curva de correlacdo entre os valores medidos (Y Measured) para tanino (%, m/m) pela metodologia de referéncia
e os resultados preditos (Y CVPredicted) pelo modelo de iPLS3.
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Figura 5. Resultados de RMSECV para os intervalos (colunas) e para o0 modelo global (linha tracejada), obtidos no modelo
siPLS8auto para tanino em amostras de casca de Acacia mearnsii in natura. Os nimeros dentro das colunas identificam o
namero de variaveis latentes (VLs) utilizados em cada subintervalo.
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Figura 6. Curva de correlacéo entre os valores medidos (Y Measured) para tanino (%, m/m) pela metodologia de referéncia
e os resultados preditos (Y CVPredicted) pelo modelo de siPLS8auto.

Da determinacdo de umidade, os melhores resultados foram obtidos com a mesma sequéncia de pré-
processamento selecionado para os modelos construidos para predi¢cdo de concentracdo de tanino, onde
foram apresentados erro de validacao cruzada (RMSECV) de 1,32%.

Nos modelos de iPLS construidos a partir do melhor modelo de PLS, observa-se que o espectro foi
dividido em oito subintervalos (iPLS8), foi seleciona a regi&o entre 5752 - 5316 cm™ como a de menor
erro de validagéo cruzada (RMSECV = 1,48%), apresentando um coeficiente de correlacdo (r (CV)) de
0,844, utilizando 10 variaveis latentes (Figuras 7 e 8).

O modelo de calibragdo por sinergismo de intervalos, indica no modelo siPLS32, a combinagéo das
regides entre 7500 - 7392, 7282 - 7065, 5647 - 5103, 4884 - 4776 e 4121 - 4013 cm™, a qual resulta no
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menor erro de validacdo cruzada (RMSECV = 0,71%) apresentando um coeficiente de correlacdo (r
(CV)) de 0,967, utilizando 10 variaveis latentes (Figura 9 e 10).
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Figura 7. Resultados de RMSECV para os intervalos (colunas) e para o0 modelo global (linha tracejada), obtidos no modelo
iPLS8 para umidade em amostras de casca de Acacia mearnsii in natura. Os numeros dentro das colunas identificam o
namero de varidveis latentes (VLs) utilizados em cada subintervalo.
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Figura 8. Curva de correlacdo entre os valores medidos (Y Measured) para umidade (%, m/m) pela metodologia de
referéncia e os resultados preditos (Y CVPredicted) pelo modelo de iPLS8.
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Figura 9. Resultados de RMSECV para os intervalos (colunas) e para o modelo global (linha tracejada), obtidos no modelo
iPLS32 para umidade em amostras de casca de Acacia mearnsii in natura. Os nimeros dentro das colunas identificam o
namero de varidveis latentes (\VVLs) utilizados em cada subintervalo.
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Figura 10. Curva de correlacéo entre os valores medidos (Y Measured) para umidade (%, m/m) pela metodologia de
referéncia e os resultados preditos (Y CVPredicted) pelo modelo de iPLS32.

Tabela 2. Resultados médios e respectivos desvios-padrao obtidos nas determinacfes de tanino e umidade pelos métodos de
referéncia (NBR 11131 e NBR 14929), e pela metodologia desenvolvida para determinagdo de tanino e umidade em casca
de Acacia mearnsii.

Umidade (%, m/m) Tanino (%, m/m)
NBR 14929 iPLS8 SiPLS32 NBR 11131 iPLS3 siPLS8auto
Amostras Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
Am3 62,0 - 60,2 1,0 61,4 0,81 7,9 0,2 7,9 1,7 8,1 0,6
Am4 62,8 - 62,2 1,0 62,6 0,47 11,7 0,4 12,2 1,3 12,3 0,4
Amb5 58,3 - 59,2 1,0 58,9 0,50 11,5 - 10,7 0,7 114 0,4
Am6 56,2 - 57,4 1,2 56,3 0,53 15,6 - 16,1 0,9 15,5 0,4
Am7 57,0 - 57,9 1,9 57,4 0,72 15,1 - 15,3 2,6 14,9 0,8
Am8 55,3 - 56,1 0,6 55,6 0,76 20,9 0,4 19,1 14 19,9 0,8
Am9 56,4 - 56,3 1,1 56,7 0,67 17,4 - 17,0 0,8 17,6 0,4

Onde: DP = desvio-padréo.
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Os resultados para tanino e umidade preditos por iPLS e por siPLS foram apresentados na Tabela 2.
Nestes, ndo foram identificadas diferencas significativas (P>0,05) entre os resultados obtidos pela
metodologia desenvolvida neste estudo e as metodologias de referéncia.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados neste estudo comprovam que a espectroscopia no infravermelho préximo
(NIR) associada a métodos multivariados de calibracdo pode ser aplicada para a determinacéo direta de
tanino e de umidade na casca de Acacia mearnsii.

Em suma, considerando as regides selecionadas para determinacdo do percentual de umidade é possivel
verificar que se destacam as regides entre 7250 - 6250 e 5400 - 4750 cm™ as quais se caracterizam pela
alta intensidade de absorcdo das ligacGes de O-H da agua. As regides selecionadas na determinacao de
taninos correspondem, em parte, a regido entre 4000 - 5000 cm™ utilizada por outros autores para
predizer a concentracdo deste composto, entretanto regides de maior nimero de onda também parecem
importantes na quantificacdo de taninos.

Enfim, a metodologia proposta neste trabalho apresenta vantagens sobre os métodos de referéncia
salientando a menor necessidade de preparo da amostra, menor tempo de andlise, a ndo utilizacdo de
reagentes e, consequentemente, a ndo geragdo de residuos. Estas vantagens servem como estimulo para
construgdo de um banco de dados mais robusto para tornar viavel a sua implantacdo nos laborat6rios
controle de qualidade da industria extrativa de taninos.
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