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RESUMO

MILAGRES, Flaviana Reis, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, mar¢o de 2013.
Espectroscopia de infravermelho proximo para predicdo de propriedades da
madeira de hibridos de Eucalyptus spp. Orientador: José Livio Gomide.
Coorientadores: Jorge Luiz Colodette e Rubens Chaves de Oliveira.

A madeira é mundialmente considerada uma importante matéria prima, principalmente
para as inddstrias de celulose e papel. As industrias nacionais produtoras de polpa
celultsica e papel buscam cada vez mais ampliar a producdo, e consequentemente,
aumentando a demanda por madeira. Em resposta a essa pressao, as industrias buscam
identificar as melhores arvores e otimizar a produtividade com a qualidade da madeira.
Para tanto, informacdes de determinadas propriedades da madeira devem ser obtidas de
forma rapida para auxiliar nas selecdes de arvores para plantios florestais comerciais.
Comtemplando esse propdsito, algumas técnicas de selecdes de arvores tem sido
utilizadas, sendo que uma das mais promissoras é a espectroscopia de infravermelho
préoximo (NIRS). A técnica NIRS nos Gltimos anos tem despertado crescente interesse
nas pesquisas, principalmente depois que surgiram melhorias na instrumentacdo e
analise de dados. Dentre as vantagens oferecidas podem ser mencionadas, a rapidez e
simplicidade no preparo de amostras, baixo custo e ndo uso de reagentes quimicos. Este
estudo foi dividido em 4 capitulos, onde foram avaliadas as caracterizacGes e predi¢des
das madeira de Eucalyptus spp. via espectroscopia NIR. Capitulo I — “Using near
infrared spectroscopy for the prediction of Eucalyptus hybrids wood quality from three
sites in Brazil”, teve como objetivo o desenvolvimento de modelos para predizer as
propriedades quimicas, fisica e de polpacdo da madeira de hibridos de Eucalyptus spp.
do projeto Genolyptus. Foram utilizadas 193 amostras provenientes de trés locais (Rio
Grande do Sul, Minas Gerais e Sdo Paulo) dividas entre grupos de calibracdo e
predicdo, e assim, foram gerados modelos para cada local separadamente e também
modelos gerais. Os melhores modelos foram selecionados com base no coeficiente de
determinacgéo, relacdo de desempenho do desvio (RPD) e erro padrdo da predicdo
(SEP). A regressdo de minimos quadrados parciais (PLS) foi utilizada para
correlacionar dados provenientes de laboratério com dados espectrais coletados de

amostras de cavacos da arvore inteira. Os modelos para rendimento, lignina S/G e
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extrativos mostraram altas correlaces para os modelos individuais por local e também
para 0os modelos globais. Os modelos para densidade bésica, lignina e carboidratos
mostraram altos coeficientes de determinacdo para os modelos globais, e para alguns
dos modelos locais. Em geral, os modelos desenvolvidos com todos os dados podem ser
utilizados para predizerem as caracteristicas da madeira, e alguns modelos especificos
também podem ser utilizados quando uma maior precisdo é requerida nos programas de
melhoramento. No Capitulo Il — “Espectroscopia de infravermelho préximo para
predicdo da qualidade da madeira de Eucalyptus spp. utilizando espectros na regiéo do
DAP”, o objetivo foi a utilizagdo da NIRS para desenvolvimento de modelos de
predicdo para caracteristicas fisicas, quimicas e de polpacdo da madeira, e para isso,
foram utilizados dois métodos de amostragem: destrutivo (amostragem de cavacos da
arvore inteira) e ndo destrutivo (amostragem de baguetas no DAP). Os resultados dos
coeficientes de determinacdo para amostragens no DAP foram inferiores aos valores
dos modelos desenvolvidos com espectros da arvore inteira, porém, algumas
propriedades, tais como densidade bésica, lignina total e relagdo S/G podem ser
utilizadas na selecdo dos hibridos de Eucalyptus spp.. O Capitulo Il — “Sample
selection for near infrared spectroscopy calibration models for prediction of Eucalyptus
hybrids wood properties” teve o objetivo de avaliar técnicas de amostragens espectrais
para modelagem usando trés algoritmos: Cadex, Duplex e também método de selecédo
baseado em analises de laboratério (Ranking). Foram utilizados diferentes tamanhos de
grupos para calibracdo e validacdo dos modelos para o teor de lignina, relacdo S/G e
rendimento em polpa da madeira. Os resultados estatisticos mostraram que 75% dos
dados utilizados para o grupo de calibragdo foram suficientes para desenvolvimento dos
modelos. As técnicas de Ranking e Duplex mostraram similaridades nos modelos NIRS
desenvolvidos, sendo possivel reduzir custos e tempo na selecdo de espectros para as
analises NIRS. Capitulo IV — “Influéncia da idade na geracdo de modelos de
espectroscopia NIR para predicdo de propriedades da madeira de Eucalyptus spp.”.
Foram desenvolvidos modelos NIRS para as propriedades de densidade basica, teor de
lignina e extrativos da madeira, em 136 amostras com idade de 3 a 7 anos, onde foram
feitas analises quimicas, fisica e coleta de espectros NIRS de cavacos moidos da
madeira. Os modelos foram desenvolvidos por regressdo de minimos quadrados parciais

e testados por validacdes externas com individuos de diferentes idades. Os resultados
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dos coeficientes de determinacdo da calibracdo foram de 0,84 a 0,89 para densidade
bésica, 0,72 a 0,88 para lignina e 0,92 a 0,98 para extrativos da madeira. Os valores do
desempenho do desvio (RPD) mostraram que predigdes de amostras com idades
diferentes das amostras que participaram no desenvolvimento do modelo nédo
apresentaram consideraveis predicGes, exceto para modelos de densidade bésica com

idades de 3 e 7 anos com capacidade para predizer amostras entre 4 e 6 anos.



ABSTRACT

MILAGRES, Flaviana Reis, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2013. Near
infrared spectroscopy for prediction of Eucalyptus spp. hybrids wood properties.
Adviser: José Livio Gomide. Co-advisers: Jorge Luiz Colodette and Rubens Chaves de
Oliveira.

Wood is considered the most important raw material for the pulp and paper industry.
Brazilian pulp and paper mills are continuously seeking production increases due to
increasing demand for wood. The mills seek to identify the best trees and to optimize
productivity and wood quality. Rapid acquisition of information about wood properties
is required for decisions to be taken in the selection of trees for forest plantations. Some
tree selection techniques have been used for this purpose, among which near-infrared
spectroscopy (NIRS) is one of the most promising. The NIRS technique has been of
increasing interest in research, especially since improvements in instrumentation and
data analysis have emerged. Among the advantages that may be mentioned are speed
and simplicity of sample preparation, low cost, and non-use of chemical reagents. This
study is divided into four papers for characterization and prediction of Eucalyptus spp.
by NIRS. Chapter I, "Using Near-Infrared Spectroscopy for the Prediction of Wood
Quality of Eucalyptus Hybrids from Three Sites in Brazil”, aims at the development of
models to predict the physical-chemical and pulping properties of the Eucalyptus spp.
hybrids from the Genolyptus project. A total of 193 samples from three locations (Rio
Grande do Sul, Minas Gerais, and Sdo Paulo) were divided between calibration and
prediction groups, and thus global models were generated as well as models for each
site separately. The best models were selected based on the coefficient of determination,
the ratio of performance to deviation (RPD), and the standard error of prediction (SEP).
Partial least squares (PLS) regression was used to correlate laboratory data with spectral
data collected from samples of whole tree chips. Among the models of yield, S/G ratio,
and extractives, the individual models for each location and the global models showed
high correlations. Among the models of basic density, lignin, and carbohydrates, the
global models and some of the local models showed high coefficients of determination.

In general, the joint dataset provided good predictions of the wood’s chemical, physical,



and pulping properties with sufficient accuracy, and some specific models may be used
when precision is required for breeding programs. In Chapter Il, "Near-Infrared
Spectroscopy for Prediction of Eucalyptus Spp. Wood Quality Using Increment Core
Sampling", the goal was to use NIRS to develop predictive models of the physical,
chemical, and pulp properties of the wood. For this, two sampling methods were used:
destructive (whole-tree chip sampling) and nondestructive (increment core sampling).
The coefficient of determination for the increment core samples was lower than those of
models developed with spectra of the whole tree, but some properties, such as density,
total lignin, and S/G ratio can be used in the selection of Eucalyptus spp. hybrids using
increment core spectra. Chapter 111, "Samples Selection for Near-Infrared Spectroscopy
Calibration Models for Prediction of Eucalyptus Hybrids’ Wood Properties", aimed to
evaluate spectra sampling techniques using three algorithms: CADEX, DUPLEX, and a
selection method based on laboratory analysis (Ranking). Different sizes of groups were
used for calibration models and validation of lignin content, S/G ratio, and pulp yield.
The statistical results showed that the use of 75% of the data for the calibration group
was sufficient to develop the models. The Ranking and DUPLEX techniques showed
similarities in the NIRS models developed and it is possible to reduce costs and time in
the selection of NIRS spectra for analysis. The purpose of

Chapter 1V, "The Influence of Age on Near-Infrared Spectroscopy Models for
Prediction of Wood Physical and Chemical Properties of Eucalyptus Spp."”, was the
development of NIRS models for the basic density, lignin, and extractives content of the
wood of different age groups. A total of 136 samples aged 3—7 years were used to
analyze basic density, total lignin, and extractives contents and NIRS spectra collection
of milled wood chips. The models were developed by PLS regression and tested by
external validations with individuals of different ages. The results for the coefficient of
determination of calibrations were 0.84 to 0.89 for basic density, 0.72 to 0.88 for lignin
total, and 0.92 to 0.98 for wood extractives. The values of ratio of performance to
deviation (RPD) did not show significant predictions when the models had different
ages from the samples used in the prediction, except for basic density models with ages
of 3 and 7 years, which had the ability to predict properties of samples aged 4 and 6

years.
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INTRODUCAO GERAL

As induastrias de polpa celuldsica e papel, em parceria com instituicdes de
pesquisa, vem concentrando atencdo no controle da qualidade da madeira e da polpa
celulésica obtida. O processo kraft de polpacdo é, atualmente, responsavel por mais de
95% de toda a producdo mundial de polpa celuldsica. A busca por reducdo no consumo
especifico da madeira, pelas industrias de celulose, segue a linha de plantios clonais
cada vez mais produtivos e com alta uniformidade das florestas (Gomide et al., 2005).

O Brasil possui apenas 0,3% do seu territério ocupado por florestas plantadas,
sendo que 81,2% destes plantios sdo provenientes de espécies do género Eucalyptus,
devido a sua adaptabilidade de se desenvolver em diferentes condic@es edafoclimaticas,
facilidade de propagacdo vegetativa e também répido crescimento; e 14,4%
provenientes de espécies do género pinus (Bracelpa, 2010).

A produtividade média florestal para as espécies de eucaliptos subiu de 24 para
44 md/ha/ano e para 0 género pinus subiu de 19 para 38 m3/ha/ano entre os anos de 1980
até 2011, o equivalente & 83 e 100% de crescimento, respectivamente (Bracelpa, 2010).

Os avangos tecnoldgicos, tais como 0s programas de selecdo e melhoramento
florestal, buscam ndo sé aumentar a produtividade florestal, referentes aos parametros
silviculturais, mas também avaliar varias propriedades de qualidade da madeira, tais
como parametros fisicos, quimicos, anatdmicos e da polpa celulésica. Assim surge a
expectativa de se produzir cada vez mais polpa celulésica sem aumentar as areas de
plantio.

Na busca por um maior patamar de produtividade e qualidade da madeira, 0s
hibridos de eucaliptos vem adquirindo grande importancia. Diferentes espécies
possibilitam a associacdo de caracteristicas diferenciadas que demonstram rapidez no
crescimento e excelentes parametros no processo de producéo de celulose e papel.

No ano de 2002 foi estabelecido no Brasil, com apoio do Ministério de Ciéncia e
Tecnologia, 12 empresas nacionais de celulose e sete universidades, o Projeto
Genolyptus. O objetivo basico deste projeto foi realizar o sequenciamento do genoma
do Eucalyptus, visando desenvolver conhecimentos necessarios de melhoria da
qualidade da madeira, para producdo de polpa celul6sica e papel. Foram realizados
cruzamentos entre diferentes especies de Eucalyptus e um total de 18000 mudas foram
plantadas em diferentes regides do pais.



Com o grande namero de individuos gerados, surgiu a dificuldade de se analisar
a qualidade da madeira de todos os individuos. Sendo assim, dentre as técnicas
existentes, foi selecionada a técnica de Espectroscopia de Infravermelho Proximo
(NIRS - Near Infrared Spectroscopy), com analises rapidas e suficientemente precisas
para o objetivo almejado.

A espectroscopia de infravermelho proximo (NIRS) é a medicgdo da intensidade
da absorcdo/reflexdo de luz infravermelha prdxima, que vai de 780 a 2500 nm no
espectro eletromagnético. A alta intensidade das bandas de absorcdo no infravermelho
préximo pode ser encontrado em moléculas com bandas X-H, onde X pode ser igual a
C, O, N e —-C=0. Normalmente todos os componentes organicos e alguns inorganicos
podem ser analisados usando a NIRS (Pasquini, 2003).

A espectroscopia NIR é um método rapido de analises para uma vasta gama de
materiais ou numero de parametros fisicos e quimicos. Assim, por ser um método
rapido e preciso, ndo requer utilizacdo de reagentes quimicos e preparacdo simples das
amostras, a técnica NIRS tem se tornado atrativo entre os métodos instrumentais.

Na éarea florestal, as pesquisas com espectroscopia NIR se iniciaram na década
de 1990, impulsionadas pela revolucdo digital da época, com os trabalhos de Birkett e
Gambino (1998). A tecnica NIRS tornou-se uma ferramenta de analises secundarias
rapidas para os componentes lignocelulésicos da madeira (considerando que as analises
primarias eram provenientes de métodos laboratoriais tradicionais). Mais tarde, foi
difundida para as caracteristicas fisicas de densidade e resisténcia a compressdo, teor de
umidade, e degradacgdo quimica (Hoffmeyer & Pedersen, 1995).

O objetivo deste trabalho foi a avaliacdo das caracteristicas fisica, quimicas e de
polpacdo da madeira dos hibridos de Eucalyptus do projeto Genolyptus, e em
decorréncia do grande numero de amostras foi empregada a técnica NIRS. O trabalho
foi dividido em 4 capitulos: Capitulo I, intitulado “Using near-infrared spectroscopy
for the prediction of wood quality of Eucalyptus hybrids from three sites in
Brazil”, mostrou os resultados de calibraces NIRS e de suas predi¢des utilizando
espectros coletados de cavacos de madeira da arvore inteira.

Capitulo 11, intitulado “Espectroscopia de infravermelho proximo para
predicdo da qualidade da madeira de Eucalyptus spp. na regido do DAP e da
arvore inteira” foram comparados modelos de predicbes NIRS com espectros
coletados de baguetas na regido do DAP, e espectros coletados de cavacos da arvore
inteira para os parametros de lignina total, lignina S/G, extrativos, glicanas, xilanas,

densidade basica, alcali ativo e rendimento depurado da madeira dos hibridos.
2



Um grande desafio se constitui o problema da escolha aleatdria e o tamanho do
conjunto de dados para desenvolvimento de modelos de calibracdo NIRS, e assim,
representar toda a variabilidade dos parametros a serem estudados. O Capitulo 111,
intitulado “Samples selection for near infrared spectroscopy calibration models for
prediction of Eucalyptus hybrids wood properties” estudou métodos de selegdo para
diferentes tamanhos de grupos para calibracdo e validacdo NIRS. Os individuos com
valores extremos seriam os desejados no caso do melhoramento florestal, que busca por
individuos com valores fora do padrédo de distribui¢cdo normal.

No Capitulo 1V, intitulado “Influéncia da idade na geracio de modelos de
espectroscopia NIR para predicéo de propriedades da madeira de Eucalyptus spp.”
foram desenvolvidos modelos NIRS com clones de diferentes idades e feitas validagdes

externas dos modelos.
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CAPITULO |

USING NEAR INFRARED SPECTROSCOPY FOR THE PREDICTION OF
WOOD QUALITY OF Eucalyptus HYBRIDS FROM THREE SITES IN BRAZIL

ABSTRACT

Recent developments in near-infrared spectroscopy (NIRS) techniques have shown that
important physical, chemical, and pulp properties of wood can be estimated rapidly
without any destructive sampling of trees. The objective of this study was to develop
multivariate calibration models using NIRS to predict pulping, chemical, and physical
properties of Eucalyptus hybrids developed through the Genolyptus program. Around
193 trees aged 5 years were collected from three experimental plantations located in Rio
Grande do Sul State (67 trees from Fibria), Minas Gerais State (62 trees from Cenibra),
and Sao Paulo State (64 trees from Lwarcel) in Brazil. Partial least squares (PLS)
regression models (using full cross-validation and a maximum of 15 factors) were
developed for total lignin, syringyl/guaiacyl (S/G) ratio, extractives content,
carbohydrates, basic density, and kraft pulping properties of the wood using the lab data
and spectral information collected from the sawdust samples, which represent the whole
tree. Both site-specific calibrations and a global calibration were developed for each of
the properties analyzed. The best models were selected based on the coefficient of
determination, ratio of performance to deviation, and standard error of validation. The
performance of the models was also assessed using a validation dataset. Both site-
specific and global models performed better for pulp yield, S/G ratio, and extractives.
However, only global models were found to be better for properties such as basic
density, lignin content, and carbohydrates, except that some site-specific models
performed better for some properties. In general, the joint dataset provided good
predictions of the wood’s chemical, physical, and pulping properties with sufficient
accuracy and some specific models may be used when precision is required for breeding

programs.
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INTRODUCTION

Brazil is the largest producer of bleached Eucalyptus pulp in the world, with an
annual pulp production of 11.8 million tons and it ranks fourth globally in terms of all
pulp products. Demand for pulp and its related products has been increasing at over
7.2% per year recently and it is essential to have sufficient raw material to meet demand
(Bracelpa, 2011). Increasing the productivity of existing Eucalyptus plantations through
using genetically improved planting material and intensive silvicultural practices is one
strategy to meet future needs. To this end, tree breeding programs have been established
in Brazil with the objective of developing genetically improved trees having more rapid
growth rate and an increased pulp yield. Genolyptus is a Brazilian network for
Eucalyptus genome research established with the objective of sequencing the
Eucalyptus genome facilitating the development of better progenies for the future. This
project involves a nationwide network of universities and forest industries, with the aim
of developing fast growing, highly productive hybrid Eucalypts through an integrated
molecular breeding approach (Grattapaglia, 2003) which includes genome sequencing,
molecular mapping and use of advanced data analysis techniques. These technologies,
along with classical genetics, open a range of opportunities to accelerate breeding
programs and are expected to have a direct impact on productivity and wood quality.

An understanding of wood properties (physical, chemical and anatomical)
important for pulping and pulp quality is essential to identify the best hybrids developed
through the Genolyptus program. In addition, information on wood characteristics helps
manufacturers to make better decisions on the quantity of chemical reagents to be used,
required cooking time, expected pulp yield and the solids content of the residual liquor
(Wehr, 1991), which collectively improves pulp production. For example, lignin in
wood negatively affects the pulping process and more lignin results in a decreased pulp
yield and quality (Chang and Sarkanen, 1973). One option to overcome this problem is
to develop Eucalyptus clones having wood with low lignin and extractives contents or
high S/G ratio. In Eucalyptus, lignin is composed of syringyl (S) and guaiacyl (G) units
derived from sinapyl alcohol and coniferyl alcohol, respectively. The S units help the
chemical delignification during pulping, thus wood with higher S/G ratio can be more
easily delignified giving an increase in pulp yield (Collins et al. 1990; Wallis et al.
1996; Gonzéles-villa et al. 1999; Del Rio et al. 2005; Sixta, 2006). Therefore, S/G ratio
is considered as an important characteristic for the selection of Eucalyptus clones.



Extractives are present in the wood as non-structural components and are
typically lipophilic in nature, but can be removed almost entirely during kraft pulping;
decreasing from 4% in wood to less than 0.5% in unbleached kraft pulp (Laine and
Stenius, 1994). Extractives can be released at different stages of the pulping process and
results in "pitch™ formation, which are deposits of extractives in the pulp machinery.
Extractives lower pulp yield and lead to an increased consumption of reagents. Given
the negative impact of extractives in the pulping process and their impact on pulp
quality, development of clones with low extractive content should be a priority of
breeding programs (Almeida and Silva, 2001; Barbosa et al., 2005; Gomide et al.,
2005).

Hemicelluloses; polymers of D-glucose, D-galactose, D-xylose, D-mannose, and
L-arabinose, D-glucuronic acid, D-galacturonic and 4-O-metilglicurdnico (Sjostron,
1993; Burnes 2000), are highly important components of the wood and drive the
chemical interactions among fibers, water, lignin and chemical reagents during pulp
production (Salmen et al., 1999). Hemicelluloses affect cellulose yield during pulping
and have an important role in properties of the pulp and paper produced (Britt, 1970;
Colodette, 2005). One of the most desired effects of retaining hemicellulose in the pulp
is the increased resistance of the paper to printing and writing. However, the proportion
of hemicelluloses retained in the pulp depends on the pulping process (Danielsson and
Lindstrom, 2005) and also the species used in the cooking process.

Evaluation for wood characteristics of large number of Eucalyptus hybrids
requires appropriate sampling protocols and cheap, fast and accurate estimation
techniques. Recent development has shown that most of the mechanical, physical and
chemical properties of wood can be estimated using near infrared (NIR) spectroscopy
(Schimleck and Evans 2004; Schimleck et al. 2005a; Schimleck et al. 2005b; Schimleck
et al. 2006b). NIR spectroscopy is inexpensive and rapid and can be used to analyze a
large number of wood samples with minimal sample preparation (Pasquini, 2003), but
the technique relies on good calibration models. Examples of wood property
calibrations based on Eucalyptus grown in Brazil have been reported. For example,
Tyson et al. (2009) reported calibration models for density, lignin content and pentosan
content having R2 values greater than 0.75 for Eucalyptus spp.. Calibrations for S/G
ratio have not been reported for eucalyptus from Brazil; however, Bailléres et al. (2002)
used NIR spectroscopy to evaluate the extractive content and S/G of Eucalyptus hybrid
progeny and observed that NIR spectroscopy can be used effectively to predict

characteristics linked with S/G ratio. Alves et al. (2006) analyzed the H/G (p-
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Hydroxyphenyl/Guaiacyl) ratio in wood of gymnosperms and developed models based
on NIR spectra to predict this property.

It is essential to have an understanding of variation of all the above wood
properties in Eucalyptus hybrids for a successful breeding program (for proper selection
of clones) and to increase the pulp yield and quality. The primary objective of this study
was to use NIR spectroscopy to estimate the pulp yield, active alkali, lignin content,
extractive content, S/G ratio, carbohydrates and basic density of Eucalyptus hybrids
developed by the Genolyptus program. The effectiveness of NIR spectroscopy to
predict pulp yield and physical-chemical properties was tested by developing site

specific models and a global model combining data from all sites.



MATERIAL AND METHODS

Sample selectionSample preparation

A total of 193 Eucalyptus hybrid trees were destructively sampled from
experimental plantations in Rio Grande do Sul State (67 trees), Minas Gerais State (62
trees) and S&o Paulo State (64 trees), Brazil, after their 5™ growing season. These three
plantations represented the Fibria, Cenibra and Lwarcel pulp mills in each region and
are referred to by these mill names for the remainder of the manuscript. The plantations
were established using hybrids developed by crossing elite genetic material from
Eucalyptus grandis, E. urophylla, E. globulus and E. dunnii as part of the Genolyptus
project. Each experimental plantation was approximately 18.5 hectares in size and trees
were planted at a spacing of 3 by 3 meters.

Bolts 0.50 m in length were sampled at 0, 25, 50, 75 and 100 percent of
commercial height (which is height to a top diameter of 7 cm) from each sampled tree.
The bolts were chipped using a laboratory chipper having two classifying screens (40 by
40 and 5 by 5 mm) and chips from each tree were mixed using a rotating homogenizer
with 260 liter capacity for at least 10 minutes. The chips were then graded using a 16 by
16 mm sieve to homogenize chip size. Chips with knots and defects were removed
during grading. The chips were air dried and stored in polyethylene bags to minimize

moisture absorption from the atmosphere.

Wood physical-chemical analyses

Mixed chip samples from each tree were converted into sawdust using a Willey
mill and graded using 40 and 60 mesh screens. Sawdust was stored in a controlled
chamber (25°C and 50 percent humidity) and all the chemical analysis; total lignin,
Syringyl/Guaiacyl ratio, extractives content and carbohydrates were performed on
subsamples collected from this sawdust.

Wood extractives content in acetone was measured following TAPPI standard (T
280 pm-99). Lignin content was measured following two procedures. The amount of
acid insoluble lignin (Klason lignin) was measured following the procedure explained
by Gomide and Demuner (1986), while acid soluble lignin was measured using a
UV/Visible spectrophotometer following the procedure of Goldschimid (1971). Total

lignin content was estimated by adding soluble and insoluble lignin content.



S/G ratio was determined using oxidation of the extractives-free sawdust with
nitrobenzene following the procedure of Lin and Dance (1992). The extracts obtained
after oxidation were analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC)
using a solvent system consisting of a mixture of acetonitrile:water (1:6 v/v) at pH 2.6,
adjusted using a solution of trifluoroacetic. The column temperature used was 40 °C at a
mobile phase flow rate of 1.0 mL/minute. For quantification of derivatives of syringyl
and guaiacyl units, vanillin and syringaldehyde standards were used.

Carbohydrate content was determined using liquid chromatography (HPLC)
following the procedure of Wallis et al. (1996). SCR-101P column was used; mobile
phase: ultrapure water; flow: 0.6 mL/min; cell temperature: 60 °C; and detector RID
(refractive index).

Wood basic density was determined directly on the chips following the procedure
explained by the Brazilian Association of Technical Standards (NBR 11941).

Kraft pulping

Kraft cooking was carried out in a rotary batch digester equipped with four
individual reactors, having a two liter capacity each, permitting four cooks per batch.
These digesters were electrically heated and equipped with thermometer and pressure
gauge. Cooking time and temperature in the digester were monitored by an electronic
controller coupled to computer. The temperature sensor was a PT100 and was kept in
direct contact with the chips and cooking liquor. Different charges of active alkali
(about 16, 18, 20 and 22 percent), expressed as NaOH, were used in order to develop
wood delignification curves. These alkali charges were selected based on a preliminary
study and aimed to achieve a kappa number close to 17 in the middle part of the
delignification curve. The parameters used for all Kraft pulping in this study are in
Table 1.

Table 1. Parameters used for kraft pulping to achieve kappa number close tol17

Parameters

Chips (dry weight basis) 250 g
Sulfidity 25%
Liguor/wood ratio 4/1
Maximum pulping temperature 170 °C
Time to reach the maximum temperature 90 minutes
Time at maximum temperature 60 minutes
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The screened pulp was centrifuged to a pulp consistency of approximately 30
percent and pulp yield was estimated based on dry weight of wood used for pulping and
final pulp derived.

Screened pulps were analyzed according to the Tappi standard for kappa number
determination (T236 cm-85) and the concentration of reagents in the residual liquor
were determined using the ABC technique of Grace et al. (1989).

Collection of NIR Spectra

The sawdust samples were later milled in a cyclone mill to achieve uniform
particle size. After milling, the sawdust samples were conditioned to 26°C temperature
and 50 percent humidity for 48 hours for NIR analysis. NIR diffuse reflectance spectra
were collected from the milled wood samples using a Foss NIRSystems 5000
spectrophotometer fitted with a spinning sample module. Two spectra were collected
from each sample and the spectra averaged. Resolution was 2 nm over the wavelength
range 1100-2500 nm.

NIRS calibration and validation

Spectral data were exported from WinISI® software to The Unscrambler®

software 9.6, to develop calibration models for each individual property. Calibrations
were developed using non-transformed spectral data and spectral data pre-processed
using one of the following methods: 1) Savitzky and Golay (1964) filtering 2) first
derivative and 3) second derivative. The spectral data collected from 193 samples were
divided randomly into calibration (75%) and external validation (25%) sets using
ranking. The lab measured data along with corresponding spectra were used to develop
Partial Least Squares (PLS) regression calibrations. The validation data was used to
evaluate the performance of the calibrations (Burns and Ciurczak, 2008). A general
frame work used for the calibration and validation is presented in Figure 1.
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Samples > Calibration
Spectral data Reference data
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NIRS Models
External Spectral data
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| Reference Data | «—— | NIRS Predictions

Figure 1: General procedure used for calibration development and model validation.

Calibrations were developed using full cross-validation and a maximum of 15
factors (Latent Variable). An optimum number of factors was selected for each property
based on the root mean square error of prediction (RMSEP) and the coefficient of
determination (R?) from the cross-validation. Samples with high leverage and high
residual variance compared to rest of the samples were removed if necessary and

models refitted.

Assessment of calibration performance
Fit statistics used to assess the calibrations were coefficient of determination of
calibration (R?) and cross-validation (RZ ), standard error of calibration (SEC) and

cross validation (SECV), and the ratio of performance to deviation (RPD). In
accordance with Williams and Sobering (1993), RPD was used to assess calibration
performance and calculated as the ratio of the standard deviation of the reference data to
the SECV. Thus, the higher the RPD, the better the fitted model (Fujimoto et al., 2008).

Similar statistics were used to assess the model based on validation data.
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RESULTS AND DISCUSSION

A summary of measured variables for both the calibration and validation data sets
are presented in Table 1. Large variability was observed for acetone extractives
(Coefficient of Variation, CV = 47.1 %) and S/G ratio (CV = 14.9 %); however, CV
was much lower for the other properties especially glucans content (3.1%) and pulp
yield (4.0%).

Table 1: Summary statistics of the calibration and external validation data sets for wood

physical-chemical and pulping properties from all three sites combined.

Samples Parameter N  Minimum Maximum Average CV
Basic Density (kg/m°) 141 359 563 453 8.8

Pulping Yield (%) 138 43.6 55.6 50.3 4.0

Active Alkali (%) 138 13.8 21.4 17.0 88

Calibration Total Lignin (%) 141 24.8 34.4 300 6.3
S/G Ratio 139 2.24 4.55 3.22 14.9

Acetone Extractives (%) 140 0.25 3.64 155 47.1

Glucans (%) 135 41.8 47.9 448 3.1

Xylans (%) 135 11.0 14.8 125 7.2

Basic Density (kg/m®) 46 375 532 456 8.6

Pulping Yield (%) 46 46.0 55.2 50.3 4.0

Active Alkali (%) 46 14.2 20.2 170 8.2

_— Total Lignin (%) 47 25.8 335 296 6.4
Validation " patio 46 2.39 435 326 14.1
Acetone Extractives (%) 46 0.41 3.26 1.56 44.9

Glucans (%) 44 41.9 47.8 449 3.6

Xylans (%) 44 11.3 14.5 127 7.1

N: number of samples; CV: Coefficient of variation.

The observed range for physical, chemical and pulp properties generally agrees
with that reported by Gomide et al. (2005) for Eucalyptus clones sampled from pulp
mills across Brazil. They found that basic density of Eucalyptus clones ranged from 465
to 510 kg/m?, total lignin from 27.5 to 31.0%, S/G ratio from 2.0 to 2.8, ethanol-toluene
extractives from 1.76 to 4.13%, glucans from 44.5 to 50%, xylans from 10.8 to 13.2%,
pulp yield from 49.3 to 57.6% and active alkali from 13.7 to 19.0%. There were some
notable differences, however, with the most notable being the maximums observed for
basic density (563 kg/m?), S/G ratio (4.6), xylans (14.8%) and the minimums observed
for lignin content (24.8%), extractives (0.3%) and active alkali (13.8%). All properties
are desirable for pulp production and are consistent with the goals of the Genolyptus

program, i.e. to produce superior Eucalyptus progeny for pulp production.
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Summary statistics of measured variables from both the calibration and validation
data sets separated by pulp mill are presented in Tables 2, 3 and 4. The most significant
observation is the average for S/G ratio which is more than 2 times higher for the
Eucalyptus hybrids used in this study compared to that has been observed which is
typically around two (Gomide et al., 2005). The larger S/G ratio in this study explains
the effectiveness of E. globulus, which has a S/G ratio of up to 4.7 (Mokfienski et al.,
2003) and was used in some of the crosses.

Table 2: Wood property summary statistics for the calibration and external validation

data sets for samples from the Fibria site.

Company Samples Parameter N Minimum Maximum Average CV
Basic Density (kg/m®) 46 365 522 440 8.4

Pulping Yield (%) 48  43.6 55.6 50.0 44

Active Alkali (%) 46 144 20.0 170 76

Calibration Total Lignin (%) 46 258 33.7 30.2 6.0

S/G Ratio 47 233 4.55 328 155

Acetone Extractives (%) 46  0.25 1.89 0.98 429

Glucans (%) 45 418 48.4 450 3.8

Fibria Xylans (%) 45 111 14.8 126 7.1
Basic Density (kg/m®) 15 375 494 444 7.7

Pulping Yield (%) 16 465 55.3 50.7 4.3

Active Alkali (%) 15 148 18.2 166 6.0

External  Total Lignin (%) 15 28.3 335 304 53

Validation S/G Ratio 15 250 4.28 3.26 16.0

Acetone Extractives (%) 15  0.40 2.18 098 57.1

Glucans (%) 15 421 47.8 454 35

Xylans (%) 15 113 14.0 126 6.3

N: number of samples; SD: Standard deviation; CV: Coefficient of Variation.
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Table 3: Wood property summary statistics for the calibration and external validation

data sets for samples from the Cenibra site.

Company Samples Parameter N Minimum Maximum Average CV
Basic Density (kg/m®) 43 395 563 468 8.3

Pulping Yield (%) 45 397 54.2 499 438

Active Alkali (%) 43 142 23.6 17.7 10.2

Calibration Total Lignin (%) 42  26.6 33.9 306 5.2

S/G Ratio 42 224 4.35 312 157

Acetone Extractives (%) 42  0.59 3.59 1.84 39.7

Glucans (%) 42 419 45.9 43.7 25

Cenibra Xylans (%) 42 11.0 14.2 124 7.3
Basic Density (kg/m®) 14 420 525 459 7.2

Pulping Yield (%) 14 470 53.3 498 3.6

Active Alkali (%) 14 155 19.5 172 70

External  Total Lignin (%) 14 274 32.7 307 49

Validation S/G Ratio 14 250 4.13 314 146

Acetone Extractives (%) 14  0.79 341 1.78 427

Glucans (%) 13 420 45.7 438 2.7

Xylans (%) 14 113 14.1 125 6.4

N: number of samples; SD: Standard deviation; CV: Coefficient of Variation.

Table 4: Wood property summary statistics for the calibration and external validation

data sets for samples from the Lwarcel site.

Company  Samples Parameter N Minimum Maximum Average CV
Basic Density (kg/m®) 44 380 532 452 8.2
Pulping Yield (%) 48 431 55.2 505 42
Active Alkali (%) 45 138 20.2 16.7 7.8
Calibration Total Lignin (%) 45 241 32.7 288 6.3
S/G Ratio 45 245 4.39 3.27 135
Acetone Extractives (%) 47  0.85 3.64 1.86 31.2
Glucans (%) 43 426 47.4 454 2.4
Xylans (%) 45 112 14.6 125 7.2
Lwarcel - - 3
Basic Density (kg/m°) 14 394 522 459 8.1
Pulping Yield (%) 16 477 54.2 509 37
Active Alkali (%) 15 148 18.9 167 7.2
External  Total Lignin (%) 15 257 31.4 287 56
Validation S/G Ratio 15 273 4.05 329 106
Acetone Extractives (%) 15  1.09 3.04 1.86 285
Glucans (%) 14 440 47.3 456 2.0
Xylans (%) 14 114 14.5 127 79

N: number of samples; SD: Standard deviation; CV: Coefficient of Variation.

Calibration

Calibrations for all wood properties based on samples from the three sites

combined and for each individual site are presented in Table 5.
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Table 5: Summary statistics for wood property calibrations obtained using samples from
all three sites combined and individually for each site.

Fibria (Fb) Factors R2 SEC RPD
Density (kg/m°) 3 0.81 16.15 2.27
Pulping Yield (%) 4 0.84 0.88 2.50
Active Alkali (%) 3 0.75 0.67 2.00
Total Lignin (%) 4 0.90 0.57 3.23
Lignin S/G Ratio 7 0.91 0.15 3.34
Acetone Extractives (%) 7 0.83 0.17 243
Glucans (%) 4 0.76 0.82 2.03
Xylans (%) 3 0.37 0.74 1.26
Cenibra (Ce)

Basic Density (kg/m°) 6 0.85 15.36 2.55
Pulping Yield (%) 3 0.88 0.83 291
Active Alkali (%) 5 0.78 0.83 2.14
Total Lignin (%) 3 0.72 0.86 1.90
Lignin S/G Ratio 5 0.89 0.16 3.01
Acetone Extractives (%) 4 0.82 0.31 2.38
Glucans (%) 3 0.50 0.78 1.42
Xylans (%) 6 0.60 0.54 1.58
Lwarcel (Lw)

Basic Density (kg/m®) 4 0.73 19.07 1.93
Pulping Yield (%) 7 0.91 0.65 3.26
Active Alkali (%) 6 0.90 0.40 3.17
Total Lignin (%) 4 0.77 0.88 2.08
Lignin S/G Ratio 6 0.95 0.10 4.39
Acetone Extractives (%) 6 0.89 0.20 2.95
Glucans (%) 2 0.42 0.80 1.32
Xylans (%) 6 0.70 0.49 1.82
(Fb+Ce+Lw)

Basic Density (kg/m”°) 6 0.73 20.63 1.93
Pulping Yield (%) 5 0.81 0.84 2.32
Active Alkali (%) 10 0.82 0.63 2.33
Total Lignin (%) 3 0.77 0.91 2.08
Lignin S/G Ratio 10 0.89 0.16 2.97
Acetone Extractives (%) 6 0.83 0.30 2.45
Glucans (%) 4 0.58 0.95 1.52
Xylans (%) 6 0.55 0.59 1.49

Calibrations for basic density had R?and RPD values that ranged from 0.73 to

0.85 and 1.9 to 2.6, respectively. The calibrations based on the 3 sites combined and

Lwarcel had the lowest R?and RPD values while Cenibra had the highest. Schimleck et
al. (2006), in comparison, reported a R? of 0.76 for basic density using whole tree

spectra and RPD less than 2.0.
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Calibrations for pulp yield were all good with R?and RPD values ranging from
0.81 to 0.91 and 2.3 to 3.3, respectively. The Fibria pulp yield calibration had the
highest RZand RPD values and the three site calibration the lowest. This is in contrast to
a previous study by Tyson et al. (2009) who found moderate R?and RPD values (0.63

and 1.3, respectively), for Eucalyptus hybrids from Brazil. For active alkali the

calibrations were strong, R? ranged from 0.75 (Fibria) to 0.90 (Lwarcel) and RPD

values from 2.0 (Fibria) to 3.2 (Lwarcel).

A strong correlation between lignin content and the spectral data was observed in
this study. R’ values ranged from 0.77 to 0.90 and followed the order: Cenibra <
Combined < Lwarcel < Fibria. RPD values ranged from 1.9 (Cenibra) to 3.2 (Fibria).
Other studies reported R’ and RPD values of 0.87 and 2.3 (Bailleres et al., 2002), 0.76
and 1.9 (Tyson et al., 2009) and 0.88 and 2.6 (Hein et al, 2010) for lignin content. The
S/G ratio calibrations, had R’ values ranging of 0.89 (for combined and Cenibra) to
0.95 (Lwarcel), while RPD values ranged from 3.0 (combined) to 4.4 (Lwarcel).
Bailléres et al. (2002) reported R’ (0.90) and RPD (2.4) for S/G ratios that were similar.
In another study, Hein et al. (2010) obtained good calibrations for S/G ratio with R?of
0.92 and RPD of 2.7.

For extractives content, R? ranged from 0.82 to 0.89 and RPD from 2.4 to 3.0,
with Lwarcel having the highest values. These results are similar to those reported by
Viana et al. (2010), who reported R?and RPD values for acetone extractives of 0.72 and
1.8, respectively.

However, calibrations for wood carbohydrates (glucans and xylans) were weaker,
with R? of 0.76 and 0.7 and RPD’s of 2.0 and 1.8 for glucans and xylans respectively.
Fibria had the highest R?’and RPD values for glucans and Lwarcel had the highest

RZand RPD values for xylans.

Validation

The NIR models reported in Table 5 were used to predict the wood properties of
the validation set and their performance evaluated. Plots of predicted versus observed
pulp yield and S/G ratio are presented in Figures 2 and 3. In general, the plots show that
the samples were well distributed over the prediction range for both properties. The

coefficient of determination (R§) for predicted pulp yield ranged from 0.75 (for the
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three sites) to 0.93 (Lwarcel) and the RPD,, values ranged from 1.7 to 3.8. For S/G ratio,
Rf) and RPD, values ranged from 0.78 (combined) to 0.88 (Fibria) and 2.00 to 2.7.
These results indicate that NIR based calibrations would be satisfactory for screening
eucalyptus hybrids for both pulp yield and S/G ratio and that individual site calibrations
provide better results. Other studies have reported R,f and RPD, values that agree with
this study for pulp yield and S/G ratio predictions (Wright and Birkett, 1990; Michell,

1995; Olsson et al., 1995 and Schimleck et al., 2006; Bailleres et al., 2002; Alves et al.,
2006; Alves et al., 2011).
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Figure 2: Relationships between measured versus NIR-predicted pulp yield for Fibria,

Cenibra, Lwarcel and all sites combined.
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Figure 3: Relationships between measured versus NIR-predicted S/G ratio for Fibria,

Cenibra, Lwarcel and all sites combined.

For extractive contents R§ values ranged from 0.65 (Lwarcel) to 0.79 (for all the

three sites), while RPD, values ranged from 1.4 to 2.2 (Figure 4), these values are
similar to those reported by Bailleres et al. (2002) and Viana et al. (2010).
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Figure 4: Relationships between measured versus NIR-predicted extractives content for
Fibria, Cenibra, Lwarcel and all sites combined.

R§ values for basic density ranged from 0.57 to 0.81 (Figure 5) with the best

predictions obtained using the combined data and data from Cenibra. Errors (estimated

by the SEP) ranged from 15 kg/m* (Cenibra) to 27 kg/m* (Lwarcel) and these errors

19



could be acceptable as they approach the repeatability and reproducibility errors found
in laboratory methods. The wide range of data from Cenibra could explain the good

performance of the predictions from this site. Hein et al. (2009) found R§ and SEP

values of 0.77 to 0.87 and 24 to 34 kg/m°, respectively for E. urophylla and E. grandis

which are similar with the results from this study.
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Figure 5: Relationships between measured versus NIR-predicted basic density for

Fibria, Cenibra, Lwarcel and all sites combined.

The active alkali predictions were poor (Figure 6) with R§ and RPD, values

ranging from 0.50 to 0.59 and 1.2 to 1.7, respectively. For the model based on samples

from all sites an R} of 0.75 and RPD, of 2.0 was obtained indicating that for active

alkali combining samples from the different sites provided the best results. Schimleck et
al. (2006) reported weak predictability of alkali content for Eucalyptus hybrids.
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Figure 6: Relationships between measured versus NIR-predicted active alkali for Fibria,

Cenibra, Lwarcel and all sites combined.

Predictions of lignin content had R? and RPD, values that ranged from 0.54

(Cenibra) to 0.75 (Fibria and Lwarcel) and 1.4 to 1.9 (Figure 7). These are weaker
relationships compared to those reported by Poke et al. (2004) for example (Rs =0.99)

using E. globulus from Tasmania, while Schimleck et al. (2006) had similar Rﬁ (0.70)

and RPDy, (2.0) values for Eucalyptus hybrids. Recently Sousa et al. (2011) reported R§

and RPD, values of 0.72 and 3.0 respectively for Eucalyptus clones.
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Figure 7: Relationships between measured versus NIR-predicted lignin content for

Fibria, Cenibra, Lwarcel and all sites combined.
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The predictions of glucans and xylans were generally poor (Figure 8), with Rf,

values less than 0.60 for most validation sets. The exception was for samples from

Lwarcel where R,f of 0.85 (glucans) and 0.80 (xylans) were obtained. Different studies

have successfully developed calibrations for glucans (Wallbacks et al., 1991; Monrroy
et al., 2009) and xylans (Wallbacks et al., 1991; Fardim et al., 2002; Monrroy et al.,
2009; Tyson et al., 2009). Fardim et al. (2002) obtained RMSEP value for xylans from
0.87, nearly 10-39% higher than that was found here for SEC.
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Figure 8: Relationships between measured and NIR-predicted glucans and xylans for

Fibria, Cenibra, Lwarcel and all sites combined.
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CONCLUSIONS

In general, the calibrations models could be used for predicting chemical,
physical and pulping properties of the wood produced by Eucalyptus hybrids. The
predictions for all the three sites combined were consistently better than that from
individual sites. However, site specific models were found better than combined site
models in some cases. The models developed in this study may be used for breeding
programs to select and rank best Eucalyptus hybrids based on their chemical and

physical and pulp yield characteristics.
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CAPITULO Il

ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO PROXIMO PARA PREDICAO
DA QUALIDADE DA MADEIRA DE Eucalyptus spp. NA REGIAO DO DAP E
DA AVORE INTEIRA

RESUMO

Os Métodos tradicionais para determinacdo das propriedades da madeira sdo caros,
consomem tempo e sao obtidos de arvores amostradas por métodos destrutivos. Isso faz
com que o numero de analises seja minimizado para anélise da qualidade de madeira de
uma determinada populagdo. Muitos estudos sobre espectroscopia de infravermelho
proximo (NIRS) mostram que muitas propriedades da madeira podem ser estimadas
utilizando amostragens destrutivas das arvores, mas outros relatam amostragens nédo
destrutivas. O objetivo deste estudo foi desenvolver modelos de calibracGes NIRS para
caracteristicas quimicas, de polpacdo e de densidade basica da madeira, com o propdésito
de comparar predi¢cdes de modelos desenvolvidos com espectros coletados na regiéo do
DAP (diametro a altura do peito = 1,30 m) e espectros coletados ao longo do fuste das
arvores. Cento e noventa e trés amostras de hibridos de Eucalyptus spp., aos 5 anos de
idade, coletadas nos Estados do Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Minas Gerais foram
utilizadas para este estudo. Foram realizadas anélises laboratoriais dos teores de lignina,
razdo S/G, extrativos em acetona, glicanas, xilanas, rendimento depurado, alcali ativo
para cozimento kraft e densidade basica. Amostras na regido do DAP das arvores e
amostras provenientes de serragem de cavacos, representando a arvore inteira foram
coletadas para andlises de espectroscopia NIR. Foram testados 0s espectros sem e com
transformacfes matematicas, tais como primeira e segunda derivadas. A regressdo PLS
foi utilizada com um maximo de 15 fatores. As amostras foram separadas em dois
grupos (calibracdo e validacdo) e foram testadas as capacidades preditivas dos modelos.
Os resultados das analises laboratoriais apresentaram alta variabilidade dos pardmetros
analisados, o que beneficiou no desenvolvimento dos modelos. Os resultados dos
coeficientes de determinagdo dos modelos para arvore inteira e DAP variaram de 0,89
(relagdo S/G) a 0,55 (xilanas) e 0,82 (relacdo S/G) a 0,58 (alcali ativo). A capacidade
preditiva dos modelos para S/G apresentaram os melhores resultados para ambas as
amostragens. Apesar dos modelos desenvolvidos com espectros coletados no DAP das

arvores terem apresentado, em geral, menor capacidade preditiva que os modelos de
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espectros da arvore inteira, os modelos desenvolvidos para o DAP apresentaram
precisdo suficiente para serem utilizados, num programa de melhoramento florestal,
para predicdo das propriedades de densidade bésica, lignina total e a relagdo S/G.

Palavras chaves: Espectroscopia NIR, qualidade da madeira, amostragem DAP,

calibracdo, validagé&o.
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NEAR INFRARED SPECTROSCOPY FOR PREDITION OF EUCALYPTUS
WOOD QUALITY USING INCREMENT CORE AND WHOLE TREE
SAMPLING

ABSTRACT

Traditional methods of determining wood properties are expensive and time consuming,
and they are done using trees that have been sampled by destructive methods. In this
way, the number of analyses is restricted to a few samples of the population. Studies
using near-infrared spectroscopy (NIRS) show that many properties of wood can be
estimated using destructive sampling of trees, and some others report only on non-
destructive sampling. The aim of this study was to develop models of NIRS calibrations
for physical-chemical and pulping properties, in order to compare models developed
with NIR spectra from 5 mm increment cores collected at DBH (diameter at breast
height = 1.30 m) and NIR spectra collected from milled whole trees. One hundred and
ninety-three samples of Eucalyptus spp. hybrids aged 5 years from Rio Grande do Sul,
Sao Paulo, and Minas Gerais States were used. Laboratory methods were used to
determine lignin, S/G ratio, extractives, glucans, xylans, pulp yield, active alkali, and
basic density. NIR spectra were collected from DBH increment cores and from milled
whole trees using a Foss NIRSystem spectrophotometer. Mathematical transformations
were tested on NIR spectra, such as first and second derivatives. Partial least sqaures
(PLS) regression was used with a maximum of 15 factors. The samples were separated
into two groups (calibration and validation), and the predictive ability of the models was
tested. The laboratory tests showed high variability of the analyzed parameters, which
benefited the development of the models. The coefficient of determination of models for
whole tree and DBH ranged from 0.89 (S/G ratio) to 0.55 (xylans) and 0.82 (S/G ratio)
to 0.58 (active alkali). The predictive ability of the models for S/G ratio had the best
results for both samplings. The models developed with NIR spectra from increment
cores showed lower predictive ability compared to models developed with NIR spectra
from the whole tree, but the wood properties of basic density, total lignin, and S/G ratio

can be used for tree breeding.

Key words: NIR spectroscopy, wood quality, sampling, calibration, validation.
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INTRODUCAO

O Brasil ocupa 0 4° lugar entre os maiores produtores de polpa celulésica do
mundo, com perspectivas de subir ao terceiro lugar, ultrapassando o Canada nos
préximos seis anos, segundo o plano de ampliacdo da produgdo no pais (Bracelpa
2012).

Com o intuito de alcancar um patamar ainda mais promissor na producdo de
polpa celulosica, o projeto Genolyptus (Rede Brasileira de Pesquisa do Genoma do
Eucalyptus) foi criado para construir recursos genémicos para 0 melhoramento genético
do eucalipto em uma parceria publico-privada (Grattapaglia, 2003).

Um dos objetivos do projeto foi o estabelecimento de uma rede de populagdes
experimentais para pesquisa gendmica, resultantes de cruzamentos entre materiais
genéticos elite de diferentes empresas. A hibridizacdo de espécies de Eucalyptus é
utilizada nos programas de melhoramento como uma forma de unir caracteristicas de
adaptacdo e crescimento de espécies em diferentes locais, e também, favorecer
propriedades superiores de qualidade da madeira e polpa, beneficiando o processo de
producdo de polpa celulosica.

Para a avaliacdo de caracteristicas fenotipicas de um grande namero de hibridos
de Eucalyptus é necessario o uso de técnicas apropriadas de amostragem. O
desenvolvimento de recentes técnicas ndo destrutivas tem demonstrado que
propriedades fisico-quimicas e de polpacdo da madeira podem ser estimadas usando
espectroscopia de infravermelho proximo (NIRS), que correlaciona dados laboratoriais
com espectros NIR, coletados de amostras representativas da arvore. Alguns estudos
mostram modelos de calibracbes NIRS desenvolvidos com espectros provenientes de
amostragem de discos da arvore (VIANA et al., 2010; HEIN et al., 2009; ALVES et al.,
2006; GIERLINGER et al., 2002), técnica que realiza amostragem destrutiva da arvore,
tornando bastante oneroso o processo de melhoramento florestal. O ideal seria utilizacéo
de métodos de amostragem mais rapidos, praticos, econdbmicos e sem necessidade de
amostragem destrutiva da arvore.

Apesar da técnica NIRS ter sido descoberta no ano de 1800, pelo mdsico e
astrbnomo Frederick William Herschel, o interesse nas pesquisas se intensificaram na
década de 1980, quando surgiram melhorias na instrumentacdo e analises de dados,
possibilitando avaliacbes rdpidas e de baixo custo. A técnica NIRS tem sido uma
ferramenta bastante utilizada para pesquisas nas areas agricola, alimenticia,

farmacéutica, quimica e petrolifera (BAILLERES et al. 2002).
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Os pesquisadores pioneiros nos estudos de NIRS para madeira foram Birkett e
Gambino (1988), Easty et al. (1990) e Wright et al. (1990). A maioria dos trabalhos
relacionaram NIRS com as propriedades quimicas da madeira, e o foco principal tem
sido o teor de lignina, numero kappa e teor de celulose. Alguns trabalhos foram
relacionados com polpacdo e carboidratos da madeira (glicose, xilose, manose,
galactose, arabinose e raminose), como os realizados por Wallbacks et al. (1991a;
1991b), Schimleck, et al. (1997), Fardim et al. (2002), Kelley et al. (2004) e mais
recentemente por Monrroy et al. (2009) e Tynson et al. (2009). Estudos para predicéo da
densidade basica da madeira foram realizados por Thygesen (1994), Hoffmeyer e
Pedersen (1995) e Schimleck et al. (1999), utilizando madeira sélida e serragem para
estimar a densidade basica.

O objetivo deste estudo foi utilizacdo da espectroscopia NIR na construcdo de
modelos de calibracdo multivariada para predizer teores de lignina, extrativos, S/G,
carboidratos, densidade basica, rendimento de polpacdo e alcali ativo para polpacao,
utilizando métodos de amostragem ndo destrutiva (serragem retiradas no DAP) e

destrutiva (serragens de cavacos representando a arvore inteira).
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MATERIAL E METODOS
Material

Foram selecionados 193 hibridos de Eucalyptus spp., aos 5 anos de idade,
provenientes de trés experimentos localizados nas seguintes empresas: Fibria - Rio
Grande do Sul (64 amostras), Cenibra - Minas Gerais (62 amostras) e Lwarcel - Sdo
Paulo (67 amostras). Os hibridos resultaram do cruzamento entre materiais genéticos

elite das diferentes empresas participantes do projeto Genolyptus.
Preparacao das amostras para leituras no espectrofotometro NIR

Pelo método nédo destrutivo foram coletadas baguetas a altura de 1,30 m do solo
com o auxilio de uma furadeira elétrica, com broca de 5 mm.

Para 0 método destrutivo foram retirados toretes de 0.50 m na base, 25, 50, 75 e
100% da altura comercial das arvores (didmetro minimo de 7 cm). Estes toretes foram
picados, em picador laboratorial de discos, e os cavacos foram misturados em um
homogeneizador rotativo de 260 litros, classificados em peneira de 16x16 mm e
removidos, manualmente, cavacos com defeitos de corte e cavacos com nos. Apés
classificagdo, os cavacos foram secos ao ar e armazenados em sacos de polietileno para
uniformizacdo e conservacdo do teor de umidade. Amostras de cavacos foram
processadas em moinho Willey e as serragens que ficaramretidas entre as peneiras com
malhas de 40 e 60 mesh foram selecionadas.

As baguetas e parte das serragens foram moidas em moinho, tipo ciclone, para
uniformizacdo da granulometria, e posteriormente, foram armazenadas em local com
umidade e temperatura controladas. Apos 24 horas de armazenamento, a madeira moida
foi compactada manualmente na unidade de leitura do espectrofotdmetro (spinning), e
assim, foram coletados os espectros NIR de cada amostra, em duplicata. A leitura dos
espectros foram feitas em um equipamento NirSystem 5000 da Foss (acoplado ao
software WinISI®), composto por uma fonte luminosa, um monocromador, que contém
um seletor de comprimentos de onda do tipo de grupos funcionais organicos, uma rede
de difracdo, um receptaculo para amostras, um fotodetector e um computador, onde sdo
armazenados os espectros (Figura 1). O aparelho faz 32 varreduras por leitura e o
espectrofotbmetro envia o valor médio de log (1/R) para o computador, gerando assim o
espectro (Nisgoski, 2005). As coletas de espectros foram realizadas a cada 2 nm de
comprimentos de onda no intervalo de 1100 a 2500 nm, medindo-se a reflectancia para
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700 valores de comprimento de onda. Assim obteve-se espectros representando a regido
do DAP, e também espectros representando a arvore inteira para desenvolvimento dos
modelos NIRS.

Monocromador Fotodetector

Li
- Rede de difragdo \ \ —_ Compultador
\ /Luz refletida
& : \ A Wj
A(nm)

l

Log (1/R)

Amostra

Luz monocromética incidente

Figura 1: Espectrofotdometro de reflectancia NIR.

Analises fisico-quimicas das madeiras

Partes das serragens retidas na peneira de 60 mesh foram acondicionadas em
sala com umidade relativa e temperatura controladas, de aproximadamente 50% e 25
°C, respectivamente, para as analises quimicas da madeira.

Foram realizadas andlises do teor de extrativos da madeira em acetona
determinado conforme norma TAPPI (T 280 pm-99) e o teor de lignina do material
lenhoso foi calculado como lignina Klason insolGvel em &cido conforme Gomide e
Demuner (1986). No filtrado mediu-se a lignina (solivel) em espectrofotdmetro
UV/Visivel, conforme Goldschimid (1971). A lignina total foi calculada como a soma
das ligninas solavel e insoltvel.

No caso da relagdo S/G, esta foi determinada pela oxidacgdo da serragem livre de
extrativos com nitrobenzeno de acordo com procedimento descrito por Lin & Dence
(1992). O extrato obtido apds oxidacdo foi analisado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). A separacdo dos produtos da oxidacdo por nitrobenzeno foi
alcangada utilizando-se coluna LC-18. O sistema de solventes utilizado consistiu em
uma mistura de acetonitrila:dgua (1:6 v/v), pH 2,6, ajustado com solucdo de
trifluoroacético (TFA) e deteccdo: UV, 280 nm. A temperatura da coluna foi de 40 °C,
fluxo da fase mével de 1,0 mL/minuto e padrdo cromatografico com vanilina para

guaiacil e siringaldeido para siringil.

36



As andlises de carboidratos foram determinados por cromatografia liquida
(HPLC), em duplicata, segundo metodologia proposta por Wallis et al. (1996). Foi
utilizada coluna SCR-101P; fase movel: dgua ultrapura; fluxo: 0.6 mL/min; temperatura
da célula: 60 °C; e detector RID (indice de refracdo). Utilizou-se padrdes externos na
analise como referéncia, e a concentracao dos varios acucares foi obtida pela integracédo
de area.

A densidade basica foi determinada segundo norma da ABNT- Associacéo
Brasileira de Normas Técnicas (NBR 11941), pela relacdo entre o peso absolutamente

seco e o volume saturado dos cavacos.
Polpacéo kraft

Os cozimentos kraft foram realizados em digestor rotativo, com 4 reatores
individuais de 2 litros cada um, sendo possivel realizar numa Unica batelada quatro
cozimentos simultaneamente, conforme descrito em Gomide et al (2004). O tempo e a
temperatura de cozimento foram monitorados por meio de controlador eletronico
acoplado a um computador. O sensor de temperatura foi um PT100, em contato direto
com os cavacos e o licor de cozimento. Para cada batelada de quatro cozimentos foram
utilizadas cargas diferentes de alcali ativo (16, 18, 20 e 22%), expressas como NaOH,
para estabelecer a curva de deslignificacdo da madeira. Estas cargas de alcali foram
selecionadas apds realizacdo de cozimentos exploratorios, objetivando obtencdo de
namero kappa proximo a 17 na parte mediana da curva de deslignificacdo. Os outros
parametros utilizados para a polpacdo kraft foram os seguintes, mantidos constantes
para todos 0s cozimentos: cavacos = 250 gramas a.s., sulfidez = 25%, relacdo
licor/madeira = 4/1, temperatura maxima = 170 °C, tempo até temperatura méaxima = 90
minutos, tempo a temperatura maxima = 60 minutos.

Foram utilizadas normas Tappi para determinacdo do namero kappa (Tappi
T236 ¢cm-85) e viscosidade (Tappi T230 om-94) e as concentracdes de reagentes nos
licores residuais foram determinadas pela técnica ABC, segundo Grace (1989).

Analises de Componentes Principais (PCA)

A PCA é uma ferramenta que permite a visualizagdo gréfica de todo o conjunto
de dados, mesmo quando o numero de amostras e variaveis € elevado. A sua utilizagdo
permite reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados original, preservando a maior

quantidade possivel de informac&o, ou seja, a varidncia, sendo esta obtida por meio do
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estabelecimento de novas variaveis ortogonais entre si, denominadas componentes
principais (PCs). Estas sdo organizadas em ordem decrescente de importancia e sdo
combinagBes lineares das varidveis originais (Correia e Ferreira, 2007). A analise de
componentes principais foi feita utilizando o programa The Unscrambler® 9.6 da
CAMO.

Desenvolvimento, selecéo e validacdo dos modelos NIRS

As analises tradicionais de laboratorio juntamente com os espectros NIRS foram
usados para desenvolvimento dos modelos multivariados de calibracdo. Foi utilizada a
regressdo de minimos quadrados parciais (PLS) com o uso do software The
Unscrambler 9.6 da CAMO. Para avaliar as informac6es espectrais NIR, a regressao
PLS é capaz de analisar os dados das muitas variaveis espectrais NIR, extremamente
correlacionados com ruidos, com os dados das varidveis respostas que, neste estudo,
foram as feitas pelos métodos laboratoriais (Wold et al. 2001). TransformacGes
matematicas, tais como primeira e segunda derivadas, foram testadas nos dados
espectrais NIR. As calibracbes NIRS foram desenvolvidas em calibracdo cruzada
completa com um méximo de 15 varidveis latentes (VL). O nimero final de variaveis
latentes adotado correspondeu, para cada modelo, a variancia residual minima. Para
selecdo dos modelos de calibracdo e validacdo foram avaliadas as seguintes
caracteristicas estatisticas: coeficiente de determinacdo da calibracdo (R%c) e da
validacdo (R2p); erros padrdes da calibracdo (SEC) e da validacdo (SEP); razdo de
desempenho do desvio (RPD); e nimero de variaveis latentes (VL). Os valores de SEC,

SEP e RPD foram calculados de acordo com as equagfes 1, 2 e 3.

SEC = 1)

Onde: ¥, é a caracteristica de interesse para a amostra de validagdo i, estimada
pelo modelo de calibragdo, y, é o valor conhecido do constituinte de interesse da

amostra i, NC é o numero de amostras usadas no grupo de calibracdo e K é o nimero de

fatores para a calibracdo (Workman, 2007).

SEP = \/ Z -1(y' (2)

(NP - 1)
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Onde: y, é a caracteristica de interesse para a amostra de validacéo i, predita
pelo modelo de calibracdo, y, é o valor conhecido do constituinte de interesse da
amostra i, NP é o nimero de amostras usadas no grupo de validagdo (Workman, 2007).

RPD = 2. (3)
SEC

Onde: SD é o desvio padrdo das amostras do grupo de validacdo ou calibracdo
divido pelo valor do SEC ou SEP. Esta estatistica permite a comparacao entre diferentes
pardmetros de calibracdo, tais como diferentes informacGes espectrais extraidas de

diferentes amostras de madeiras. Quanto maior o valor de RPD mais confiavel é o
modelo (Fujimoto et al., 2008).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacdo da madeira dos hibridos de eucaliptos

O resumo das estatisticas das andlises fisico-quimicas e de polpagdo das
madeiras dos 193 hibridos de Eucalyptus spp. pode ser encontrado na Tabela 1. Para
modelos de predicdo € necessario incluir as mais variadas fontes de variacdes possiveis,

pois 0 objetivo do modelo é predizer as caracteristicas de novas amostras de madeira.

Tabela 1: Estatistica descritiva das caracteristicas fisico-quimicas e de polpacdo das

madeiras de hibridos de Eucalyptus spp.

Parametro Minimo Maéximo Meédia DP CV (%)
Densidade bésica (kg/m®) 359 563 455 39 8.7
Rendimento depurado (%) 39,7 55,6 50,2 2,2 43
Acali Ativo (%) 13,8 32,4 17,2 19 11,3
Lignina Total (%) 24,1 34,4 29,9 19 6,4
Relagdo S/G 2,2 4,6 3,2 0,5 14,7
Extrativos em Acetona (%) 0,3 7.3 1,6 0,9 54,3
Glicanas (%) 40,2 44,8 44,8 15 3,5
Xilanas (%) 11,0 12,6 12,6 0,9 7,3

DP: Desvio padrédo; CV: Coeficiente de determinacao.

Na selecdo de clones, para producdo de polpa celulésica, o melhoramento
florestal objetiva madeira com densidade de, aproximadamente, 500 kg/m3 (Gomide et
al., 2005), alto rendimento depurado, baixo consumo de reagentes quimicos, baixos
teores de lignina total, alta relacdo S/G, baixos teores de extrativos, e altos teores de
carboidratos.

As densidades basicas determinadas neste estudo variaram de 359 a 563 kg/m?,
demonstrando grande variabilidade dos hibridos de Eucalyptus spp.. O rendimento
depurado e o consumo de alcali ativo variaram de 39,7 a 55,6% e 13,8 a 32,4%,
respectivamente. Segundo Magaton (2008), rendimento de até 53.8% foram
determinados para espécies de E. grandis, aos 7 anos de idade, com consumo de carga
de alcali de 17.6%, para nimero kappa 17, sendo clara a relagdo de maior rendimento
para menor consumo de carga de alcali.

O teor de lignina total, que variou em média de 24,1 a 34,4%, apresentou alguns
valores inferiores as especies de E. globulus (26,7%), E. nitens (25,3%) e E. dunni

(24,6%) caracterizadas por Magaton (2008). A relagédo S/G demonstrou valores acima
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dos normalmente determinados para espécies de eucaliptos plantados no Brasil. Foram
determinados valores de S/G variando de 2,2 a 4,6, sendo que, em geral hibridos de
Eucalyptus urophylla x E. grandis no Brasil alcancam valores de 2,0 a 2,5 (Gomide et
al., 2005; Magaton, 2008).

Os extrativos determinados neste estudo apresentaram alta variabilidade, desde
0,3 até 7,3%. A constituicdo da fragdo de carboidratos apresentaram glicanas e xilanas
com teores de 40,2 a 44,8% e 11,0 a 12,6%, respectivamente. Estes teores de
carboidratos foram abaixo dos normalmente encontrados em clones de eucaliptos
nacionais que, em geral, apresentam teores maximos de 46,6% para glicanas e 13,2%

para xilanas.
Espectros NIR

A espectroscopia NIR caracteriza a energia absorvida pelos diferentes
componentes quimicos que, por sua vez caracterizam as diferentes ligacbes quimicas
envolvidas na estrutura da madeira. Na Figura 2 sdo apresentados os espectros das
madeiras das diferentes amostras, abrangendo os espectros de baguetas no DAP e dos
espectros de serragens de cavacos da arvore inteira. Os espectros apresentaram a mesma

tendéncia no grafico, mas com diferencas nas intensidades de absorbancia.
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Figura 2: Espectros NIR de amostras representando o DAP e a arvore inteira (AT).
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Analise de componentes principais (PCA)

Os resultados das analises de componentes principais (PCA) encontram-se na
Figura 3, sendo que na Figura 3A estdo os resultados referentes aos espectros das
serragens da arvore inteira e a Figura 3B 0s espectros referentes as serragens de
baguetas no DAP das arvores.

Como pode ser observado no PCA da Figura 3A, os espectros foram muito bem
explicados pela componente principal 1 (PC1), onde 98% da variagdo dos dados foram
explicados por esta componente principal e apenas 1% foi explicada pela PC2. Para os
espectros retirados de baguetas no DAP (Figura 3B) a CP1 explicou 90% da variacédo
dos dados e a CP2 explicou 6% da variagdo. As duas amostragens ndo demonstraram
tendéncias nos graficos de scores, mas visualmente nota-se uma maior homogeneidade
dos espectros obtidos das amostras da arvore inteira, que se concentraram em um
intervalo, de aproximadamente, +0,05 a -0,05 na PC2. Os scores dos espectros de
amostras retiradas no DAP das arvores foram mais distribuidos, concentrando-se entre
+0,1 e, aproximadamente, -0,1 na PC2.

De um mode geral, o PCA forneceu informacGes sobre a distribuicdo dos
espectros das diferentes amostragens, sendo que ambas obtiveram mais de 90% da

variacdo explicada pelas duas primeiras componentes principais.
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Figura 3: Andlises de componentes principais dos espectros das amostras de serragens

representando a arvore inteira (A) e amostras de serragens no DAP das arvores
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Calibragoes NIRS

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados das calibragdes NIRS dos espectros
adquiridos de cavacos moidos, representando a arvore inteira, e de espectros adquiridos
da serragem de baguetas retiradas no DAP das arvores, onde foram avaliados o
coeficiente de determinacdo da calibracdo (R?) e erro padrdo da calibracdo (SEC) e a

relacdo de desempenho do desvio (RPD).

Tabela 2: Caracteristicas dos modelos de calibragdo NIRS

Espectros DAP VL R SEC RPD
Densidade bésica (kg/m®) 15 0,80 18 2,2
Rendimento depurado (%) 4 0,66 1,14 1,7
Alcali Ativo (%) 6 0,58 0,91 15
Lignina Total (%) 4 0,65 1,11 1,7
Relacdo S/G 11 0,82 0,20 2,3
Extrativos em Acetona (%) 2 0,63 0,47 1,7
Glicanas (%) 3 0,64 0,92 1,8
Xilanas (%) 8 0,59 0,58 1,6
Espectros Arvore Inteira

Densidade bésica (kg/m®) 6 0,73 21 1,9
Rendimento depurado (%) 5 0,81 0,84 2,3
Alcali Ativo (%) 10 0,82 0,63 2,3
Lignina Total (%) 3 0,77 0,91 2,1
Relacéo S/G 10 0,89 0,16 3,0
Extrativos em Acetona (%) 6 0,83 0,30 2,5
Glicanas (%) 4 0,58 0,95 15
Xilanas (%) 6 0,55 0,59 1,5

Como observado, os modelos desenvolvidos para rendimento, alcali ativo,
lignina total, relacdo S/G e extrativos, com a aquisicdo de espectros da arvore inteira,
mostraram, respectivamente, coeficientes de determinacéo da calibracdo com valores de
19, 29, 16, 8 e 24% superiores em relacdo ao modelo utilizando espectros adquiridos no
DAP e menores valores de SEC. Os valores de RPD calculados também mostraram que
os modelos para espectros adquiridos da arvore inteira obtiveram melhores
desempenhos, com valores acima de 2,0, porém, de maneira geral, todos os modelos
apresentaram valores de RPD iguais ou superiores a 1,5. Segundo Schimleck et al.
(2003), valores de RPD acima de 2,5 seriam satisfatorios para serem usados em sele¢des
de amostras, porém, tem sido demonstrado que calibracbes com valores de RPD de
aproximadamente 1,5 podem ser utilizados nas sele¢des iniciais de individuos para

melhoramento (Bailleres et al., 2002).
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A densidade basica da madeira para os modelos desenvolvidos com espectros do
DAP e da arvore inteira mostraram consideraveis coeficientes de determinagdo de 0,80
e 0,73, com valores de SEC de 18 e 21 kg/m3, respectivamente, apesar do numero de
variaveis latentes do modelo para arvore inteira ter sido inferior. Similares resultados
foram encontrados por Hein et al. (2009) que obtiveram valores para o coeficiente de
determinacdo da calibracdo de 0,76 a 0,87 para a densidade basica de Eucalyptus e
valores de SEC de 23 a 24 kg/m3. Schimleck et al. (1999) encontraram valores de
coeficiente de determinacdo bem inferiores, variando de 0,58 a 0,59 e valores de SEC
de 29 a 33 kg/m? para modelos de Eucalyptus globulus.

Glicanas e xilanas apresentaram valores ligeiramente superiores para calibragdes
com espectros coletados de baguetas no DAP, com coeficientes de determinagéo de 0,64
e 0,59 e erros padrdes de calibracdo de 0,92 e 0,58%.

Predicdes NIRS

Foram realizadas analises de validacdo externa dos modelos desenvolvidos,
utilizando amostras selecionadas aleatoriamente e que ndo participaram das calibragoes
dos modelos, mas que apresentavam variabilidade dentro dos limites utilizados na fase
de calibracdo. Os resultados das validacOes para espectros de cavacos da arvore inteira e
de baguetas coletadas no DAP e as analises determinadas em laboratorio podem ser
observados na Figura 4.

O coeficiente de determinacdo da predicdo, que define a propor¢do da variacao
de predicdo explicada pelo modelo de calibracdo, demonstra que as predicdes para 0s
modelos utilizando espectros de cavacos da arvore inteira foram superiores para todas as
caracteristicas estudadas. Dentre as caracteristicas analisadas, a relacdo S/G apresentou
alto R2 da predicédo (0,81) para os modelos desenvolvidos com espectros de baguetas do
DAP, seguidos pelos modelos para densidade basica e lignina total, com valores de R?
de 0,63. Os valores de SEP determinados para densidade béasica e Xxilanas também
apresentaram resultados satisfatorios para os modelos de DAP.

Os modelos de predicdes desenvolvidos para rendimento depurado, alcali ativo,
extrativos e glicanas ndo foram satisfatorios para predizer estas caracteristicas da
madeira utilizando espectros de baguetas do DAP. Em trabalho publicado por
Schimleck et al. (2006), para desenvolvimento de modelos com espectros da arvore
inteira, retirados no DAP e a 0,65 metros de altura do fuste das arvores, para
pentosanas, lignina total, rendimento de polpagdo, densidade basica, consumo

especifico e carga de alcali para polpacao, ndo demonstraram grandes diferencas entre o
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local de retirada dos espectros, porém o DAP se mostrou mais adequado para

amostragem.
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Figura 4: PredicGes NIRS para espectros extraidos da arvore inteira e DAP.
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Como os modelos da relacdo S/G apresentaram as mais altas correlac6es, foram
selecionadas 14 amostras externas, que nao participaram no desenvolvimento dos
modelos, para serem preditas pelos modelos desenvolvidos com espectros da arvore
interia e modelos de espectros de baguetas no DAP.

A Figura 5 tem o resultado das predi¢cbes para a relacdo S/G para ambos 0s
modelos, onde pode ser observada a correlagdo existente entre as predi¢cdes das mesmas
amostras para a relacdo S/G. De acordo com as predigdes realizadas, foi confirmado
pelo valor do coeficiente de determinacdo (0,90), que os modelos desenvolvidos com 0s
espectros retirados no DAP podem ser utilizados na sele¢do de amostras em programas

de melhoramento florestal.
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Figura 5: Correlacéo entre predicdes de espectros no DAP com espectros coletados da

arvore inteira.
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CONCLUSOES

A amostragem ¢ de fundamental importéancia na coleta dos espectros NIR, pois
amostragens em diferentes posi¢Oes na arvore geral modelos de calibracdes diferentes.

Os modelos gerados para espectros de cavacos da arvore inteira foram
estatisticamente superiores aos modelos desenvolvidos para rendimento de polpacéo,
alcali ativo, lignina total, relacdo S/G e extrativos da madeira, sendo que o modelo para
relacdo S/G apresentou melhor correlagéo de predicéo.

Do ponto de vista da facilidade e da rapidez de analises, os modelos
desenvolvidos com espectros de baguetas coletadas no DAP, apesar de estatisticamente
inferiores aos modelos da arvore inteira, podem ser utilizados na predicdo de
caracteristicas da madeira para fins de selecdo de individuos em programas de

melhoramento florestal.
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CAPITULO 11l

SAMPLES SELECTION FOR NEAR INFRARED SPECTROSCOPY
CALIBRATION MODELS FOR PREDICTION OF EUCALYPTUS HYBRIDS
WOOD PROPERTIES

Abstract

Proper sampling to represent the population for routine analysis is a critical step in
calibration of Near-Infrared Spectroscopy (NIRS). A large number of spectra may be
available, but carrying out laboratory analysis for all samples could be very expensive.
However, population sampling costs can be minimized by collecting extremely
comprehensive datasets and then reducing them via subset-selection algorithms.
Spectral sample selection could provide the best calibration for a given constituent
based solely on spectral variance. The objective of this work was to evaluate spectral
selection techniques to establish NIRS models using Euclidian distance, like the
CADEX and DUPLEX algorithms, and a method based on laboratory analysis
(Ranking). Different sizes of calibration samples were tested to predict the lignin
content, S/G ratio, and pulping yield of Eucalyptus wood. A hundred and ninety-three
samples from Eucalyptus hybrids were used and, from this total amount, 50, 75 and
90% were selected by each algorithm to develop calibration models. Analysis of the
models’ statistical parameters showed that 75% of the total samples could be selected
for development of prediction models. In general, the Ranking and DUPLEX algorithms
showed similarity for the development of NIRS calibrations, demonstrating the

possibility of reducing time and costs in NIRS analysis.

Key words: Selection, Calibration, Prediction, NIR spectroscopy, Wood properties
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INTRODUCTION

In Brazil, an estimated area of 5.4 million hectares, or 0.5% of the total area of
the nation, is planted with Eucalyptus and pine forests. The pulp and paper industry
accounts for 33% of the total, representing an important contribution to the national
economy by generating jobs, paying taxes, and increasing Brazil’s trade balance surplus
(Bracelpa 2010).

Infrared spectroscopy moved away from being a scientific curiosity during the
first half of the twentieth century. It had very little use before then because suitable
spectrophotometers did not exist and few chemists had access to this analysis technique.

Important aspects of calibration techniques for near-infrared (NIR) spectroscopy
are: (i) diverse population set; (ii) spectra measured for entire set; (iii) calibration and
validation sets selection; (iv) laboratory analysis for all samples; (v) fitting calibration
models using multivariate analysis and; (vi) validation testing performed for calibration
models. For the NIRS technique to be successful, an official standard method must be
used for calibration. Several error sources may be introduced into the calibration data
produced by primary analytical methods (Burns & Ciurczak, 2008).

Sampling methods can be subdivided into three types: (i) automatic, (ii) manual,
and (iii) no sampling at all with (a) the entire population being used or (b) the NIR
reading the sample directly as in online systems (Conway et al., 1984).

Conventional methods of sample selection involve identification of all sources
of variance likely to be encountered in future analysis including sample source
(location, season, age, species) and the range of constituent contents or chara

cteristics to be tested.

The proper collection of samples to represent the population for routine analysis
is the critical step in calibration. Often, a large number of spectra are available, but
obtaining laboratory reference values for all samples could be very expensive.

However, population sampling costs can be minimized by collecting extremely
comprehensive datasets and then reducing them via subset-selection algorithms. The
philosophy is that when samples have reference data or spectra that are very closely
similar, only one of them is needed.

In the case of spectral selection, it is necessary to select the samples likely to
provide the best calibration for a given constituent based solely on spectral variance.
The selected samples are then submitted to reference analysis. This method significantly
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reduces the number of samples and, therefore, the expense of analyzing all samples by
standard laboratory methods.

Some algorithms are used for selection of representative samples of the
population. The most popular method of minimizing the number of samples is the
Kennard-Stone algorithm (1969). It is a computer-aided design of experiments
(CADEX). This method uses the Euclidian distance or another distance measure to
select the samples. The Euclidian distance between each pair of samples (p, q) is

calculated by Equation 1:

Dxtnq}\/é[cpq:— x, 4 p.q € [LN]

Let J be the number of wavelength values, and let spectral data xp(j) and xq(j) be
the instrumental responses in the j-th wavelength for samples p and g, respectively. The
selection starts with the two candidate samples (p1,p2) that are furthest apart from each
other Dx(p1, p2). The remaining calibration samples are selected from the candidate
objects furthest from the points already selected . The algorithm continues until it
reaches the desired number of samples for calibration.

The DUPLEX algorithm also uses the Euclidian distance (Equation 1) like the
CADEX algorithm (Snee, 1977). The difference between CADEX and DUPLEX is that
DUPLEX splits the samples into calibration and validation sets with similar statistical
properties. The first two samples that are farthest apart are assigned to the calibration set
and the next two samples that are farthest apart among the remaining candidates are
assigned to the validation set. The algorithm continues with alternation between
calibration and validation sets until all the samples have been assigned to one of the two
data sets.

Another way to select samples for the calibration set is by using Ranking. Based
on some given laboratory data or property value, all the samples are ranked in ascending
order and separated into two sets (calibration and validation) by the user.

The objectives of this work were to evaluate some spectral selection techniques
for NIRS models using Euclidian distance (CADEX and DUPLEX algorithms) and
laboratory analysis (Ranking) and also to evaluate different calibration set sizes for
prediction of lignin content, S/G ratio, and pulping yield.
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MATERIAL AND METHODS
Samples Origin

A total of 193 Eucalyptus hybrid trees were used in this work. The hybrids were
crossed between elite genetic materials sampled from industrial partners of the
Genolyptus project. The Genolyptus project involved seven universities, three research
centers of Embrapa (Brazilian Agricultural Research Corporation), and 14 pulp mills
(13 from Brazil and one from Portugal). Trees aged 5 years from three sites of Brazilian
pulp companies, Rio Grande do Sul State (67 samples), Minas Gerais State (62
samples), and Sdo Paulo State (64 samples), were destructively sampled.

Each tree was felled and cut into bolts 0.50 m in length from heights of 0, 25, 50,
75, and 100% of merchantable height (height to a top diameter of 7 cm). The five bolts
from each tree were mixed together and chipped to represent the whole tree. After
chipping, the wood chips were mixed in a rotating homogenization device with a
capacity of 260 liters for at least 10 minutes. The chips were air dried and stored in
polyethylene bags to maintain an uniform moisture content.

Chip samples were collected from each tree for NIRS analysis. The samples
were ground into wood meal (cyclone mill) and then stored in a chamber under

controlled conditions (50% relative humidity and 26°C for at least 48 hours).

Chemical analysis and pulping yield determination

For lignin and S/G ratio, the chips were converted into sawdust using a Wiley
mill and graded using 40 and 60 mesh screens.

The total lignin content was estimated by adding soluble and insoluble lignin
content. The acid insoluble lignin (Klason lignin) was determined following the
procedure explained by Gomide and Demuner (1986). The soluble acid was measured
by a UV/Visible spectrophotometer following the procedure by Goldschimid (1971).

The S/G ratio was determined by nitrobenzene oxidation of the extractives-free
sawdust according to Lin and Dence (1992). The extract obtained after oxidation was
analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC) using as solvent a
mixture of acetonitrile/water (1:6 v/v) at pH 2.6 adjusted by using a solution of
trifluoroacetic. The column temperature used was 40 °C at a mobile phase flow rate of
1.0 mL/minute. Vanillin and syringaldehyde standards were used for quantification of

derivatives of syringyl and guaiacyl units.

54



The kraft cooking was done in a rotating batch digester equipped with four
individual reactors, each with two liters’ capacity, permitting four samples to be cooked
simultaneously as described by Gomide et al. (2004). For each reactor a different charge
of active alkali (16, 18, 20, or 22%), expressed as NaOH, was used in order to establish
wood delignification curves. These alkali charges were selected based on a preliminary
study and aimed at achieving a kappa number close to 17 in the middle part of the
delignification curve. Table 1 shows the parameters used for kraft pulping.

Table 1. Parameters used for kraft pulping to achieve kappa number close tol17

Parameters

Chips (dry weight basis) 250 g
Sulfidity 25%
Liquor/wood ratio 4/1
Maximum pulping temperature 170 °C
Time to reach the maximum temperature 90 minutes
Time at maximum temperature 60 minutes

Near-infrared spectroscopy

A FOSS NIRSystems Model 5000 scanning spectrophotometer was used to
collect spectra. The NIR spectra were collected from each milled wood sample in the
wavelength range of 1100-2498 nm at 2 nm intervals. The data were imported into
Unscrambler 9.6 software (Camo).

The second derivative was used for the NIR data with Savitzky-Golay filter
(Savitzky and Golay 1964) with left and right gaps to 8 nm and second order degree
polynomial.

The Principal Components Analysis (PCA) was used to perform the spectra and
outlier detection. For outlier detection in PCA, Q statistic and Hotelling’s T? statistic of

each sample was calculated (Mora & Schimleck, 2008) using the R software.

NIRS calibrations and validations

The calibration sets were developed for each sample and Ranking, CADEX, and
DUPLEX algorithms were tested in subsets of samples corresponding to 50, 75, and
90% of the total number of samples using R software. For each wood parameter, ten
calibration sets were created (nine calibration sets with the sample selection algorithms

and one with the total number of samples).
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Partial Least Square (PLS) regressions were developed in order to describe the
relationship between the NIR spectra and the lignin content, S/G ratio, and pulping
yield. PLS models were created in full cross-validation mode with a maximum of 10
factors.

To evaluate the calibrations for each analyzed parameter, the following statistics
were used: the coefficient of determination (R?) from the calibration and the root mean
of standard error of calibration (RMSEC). To evaluate the model prediction
performances, the samples not included in the calibration set, corresponding to 50, 25,
and 10% of the remaining samples, were validated. The coefficient of determination of
the prediction (R?) and the root mean square error of prediction (RMSEP) were used to
assess the predictions.

RESULTS AND DISCUSSION

Figure 1 shows the Q statistics and Hotelling’s T2 with 95% confidence limits
(broken line). Nine PCA components were used to obtain Q and T2 plots. The Q and T?
statistics presented values well beyond the confidence limit for samples 103 and 133.
Because of this, sample 103 was removed from the data group and sample 133 was
assigned to the validation set.
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Figure 1: A) Samples with Q statistic and B) Hotelling’s T are identified with their

sample numbers and corresponding 95% confidence limits.

The detection and removal of outliers is very important, because the algorithms
are based on distances; that is, the algorithms select the most extreme samples first for
the calibration set, and if the samples which present great distances are anomalous and
are not removed they will be the first to be selected, thereby impairing the efficacy of

the selection technique (Honorato et al. 2007).
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Frequency

The 192 remaining samples were analyzed for lignin content, S/G ratio, and
pulping yield. Mininum and maximum lignin content ranged from 24.1 to 34.4%, with
an average of 29.9% and standard deviation of 1.9%. For the S/G ratio, the minimum
and maximum ranged from 2.2 to 4.6, with an average of 3.2 and standard deviation of
0.5. Pulp yields presented a minimum and maximum of 39.7 and 55.6%, respectively,
with an average of 50.2% and standard deviation of 2.2%. These results showed higher
variability than the results of other authors (Gomide et al., 2005; Ferreira et al., 2006).

Figure 2 shows the histograms for Ranking selection with 50, 75, and 90% of the

samples for calibration of lignin content, S/G ratio, and pulp yield.
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Figure 2: Distribution histogram of the Ranking selection for total lignin, S/G lignin and

pulping yield using 50, 75 and 90% of the total data.
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The histograms above clearly show that the concentration of all parameters
around the mean was very large; that is, many redundant values occurred around the
mean. This indicates that, for the development of prediction models, many samples
could be discarded and the model would provide similar accuracy. Use of a smaller
number of samples to establish models would save a large amount of chemical analyses,
which are expensive and require long processing times.

Another way to select samples for NIRS calibration models is to use methods
based on choice of spectra. Samples corresponding to the spectra were selected by the
CADEX and DUPLEX algorithms. The distributions of samples defined by one, two,
and three principal components for the calibration and validation sets are shown in
Figure 3. The CADEX and DUPLEX algorithms were used to select 50, 75, and 90% of
the samples from the data set. By visual inspection it can be observed that the DUPLEX
algorithm selected points for calibration and validation sets distributed throughout the

principal components space.

59



02 oY X 0.2 AU G

" Duplex ~50% : o
DA

- Cadex —'550%

DB, | 0 L0

oy
o

01

0

PC3
PC3

02_ .
. Cadex=75% . : o
015 e

PC3
I
PC3

. Duplex~90% ; -
S o

oz e ‘f'__.__h__:-{

PC3
PC3
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CADEX and DUPLEX with 50, 75 and 90% of the data selected for
calibration. Red circles are the samples selected for prediction and blue circles

are the samples selected for calibration.

Table 2 lists the statistics of PLS calibrations for lignin content, S/G ratio, and
pulp vield. For lignin content, the R? values ranged from 0.70 (using the Ranking and
DUPLEX algorithms with 90 and 75% of the data for calibration, respectively) to 0.85
(using DUPLEX and 50% of the data set). The calibration R? presented the highest
values when 50% of the data sets were used for Ranking, CADEX, and DUPLEX
selections. The RMSEC values were higher when 90% of the data were selected for
calibration. The lowest RMSEC value was given by the Ranking and CADEX
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algorithms and the lowest variation in RMSEC in relation to the number of samples
used for calibration was presented by the DUPLEX algorithm.

For the S/G ratio, the R? values ranged from 0.86 (using Ranking and CADEX
with 75 and 50% of the dataset for calibration, respectively) to 0.93 (using DUPLEX
with 50% of the dataset used for calibration). In general, except for the CADEX
algorithm, the R? values decreased when the number of samples increased. The RMSEC
values were lower than 0.20, except for the CADEX algorithm.

The R? values for pulping yield ranged from 0.77 (using the Ranking algorithm
with 75 and 90% of the data for calibration) to 0.86 (using CADEX with 50% of the
data for calibration). The CADEX algorithm showed the lowest R? values when the

number of samples was increased for calibration.

Table 2: Use of different sample selection algorithms and three different calibration set

sizes
R% RMSEC
50% 75%  90% 100% 50%  75%  90%  100%
(96) (143) (172) (192) (96) (143) (172) (192)
Lignin Ranking 0.75 073  0.70 093 099 1.02
) Cadex 079 075 073 072 093 099 101 1.02
Duplex 0.85 070 0.71 097 098 101
S/G Ranking 0.89 0.86  0.85 015 0.17 0.8
Ratio  Cadex 086 091 089 087 020 015 016 017
Duplex 093 089 0.8 013 016  0.17
pulp Ranking 079 077  0.77 087 091 091
Yield Cadex 086 083 081 079 095 096 095 0.98
(%) Duplex 083 080  0.80 089 090  0.90

Figures 4, 5, and 6 show the NIR-predicted and laboratory-determined values for
lignin content, S/G ratio, and pulping yield, respectively. The remaining samples from
the calibration selected by the Ranking, CADEX, and DUPLEX algorithms were used
for validation.

For predictions of lignin content, the coefficient of determination (R2) ranged
from 0.61 (using the CADEX algorithm with 90% of the data selected) to 0.84 (using
Ranking with 90% of the data selected). The prediction statistics showed an increase in
R2 values, while the RMSEP decreased when the number of samples selected by the
Ranking and DUPLEX algorithms increased. In contrast, the CADEX algorithm

showed a decrease as the number of samples increased (Figure 4).
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In general the Ranking and DUPLEX algorithms yielded the best predictions
statistics for the S/G ratio (Figure 5) as it had the highest R2 values (using 50 and 90%
of the data). Selection using the CADEX algorithm gave a poor prediction when using
90% of the data selected, in contrast with a high R2 for calibration. The reason for this
could be attributed to the fact that the selected samples had low prediction accuracy.

Pulp yield models showed the best predictions for the Ranking and DUPLEX
algorithms. The calibration R2 showed a different value from the validation R2 but
since that for calibration statistics, the best R2 values were obtained using the CADEX
algorithm.

The RMSEP values were very close to the laboratory methods’ precision for
lignin (1%), S/G ratio (0.5), and pulping yield (1%).
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Figure 4: Predictions of total lignin for 96, 49 and 20 samples selected for validation by
different sample algorithms.
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by different sample algorithms.
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CONCLUSIONS

Among the sample selection techniques, the Ranking and DUPLEX algorithms
resulted in the best models as demonstrated by the coefficients of determination of
prediction. However, CADEX resulted in lower RMSEP values for pulp yield and for
some calibrations for lignin and S/G ratio.

The Ranking and DUPLEX algorithms had a larger number of extreme values
for validation in their selected samples, which may have influenced their RMSEP
values.

The statistical parameters demonstrated that use of 75% of the samples for
calibration was sufficient to develop good NIRS models for total lignin content S/G
ratio, and pulp yield. A smaller number of samples would lead to important savings in

the time and costs of analysis.
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CAPITULO IV

INFLUENCIA DA IDADE NA GERACAO DE MODELOS DE
ESPECTROSCOPIA NIR PARA PREDICAO DE PROPRIEDADES DA
MADEIRA DE Eucalyptus spp.

RESUMO- O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de modelos NIRS para
predizer as propriedades fisicas e quimicas de madeiras de Eucalyptus com idades
variando de 3 a 7 anos. Foram utilizadas 136 amostras e realizadas analises laboratoriais
de densidade bésica, teores de lignina e extrativos. Amostras de cavacos foram moidas
em moinho tipo ciclone para coleta de espectros NIR. Os modelos foram desenvolvidos
por regressdo de minimos quadrados parciais (PLS) e testadas transformacoes
matematicas. Para validacdo dos modelos foram utilizados grupos de amostras externas
com diferentes idades, que ndo participaram no desenvolvimento do modelo. Os
modelos desenvolvidos resultaram em consideraveis coeficientes de determinagdo para
densidade basica (R2 0,84 a 0,89) e lignina (R* 0,72 a 0,88), mas os melhores valores
foram encontrados para o teor de extrativos (R? 0,92 a 0,98). Pelos valores de relacdo de
desempenho de desvio (RPD) foi verificado que amostras com idades diferentes das
utilizadas no desenvolvimento dos modelos ndo apresentaram boas predigcdes, exceto
para densidade basica cujos modelos desenvolvidos especificamente para as idades de 3

e 7 anos predisseram satisfatoriamente amostras com idades de 4 a 6 anos.

Palavras-chave: Espectroscopia de infravermelho préximo, densidade bésica,
qualidade da madeira, idade.
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THE INFLUENCE OF AGE ON NEAR-INFRARED SPECTROSCOPY MODELS
FOR THE PREDICTION OF Eucalyptus spp. WOOD PROPERTIES

ABSTRACT- The objective of this work was the development of near-infrared
spectroscopy (NIRS) models for prediction of the physical and chemical properties of
Eucalyptus spp. wood aged 3-7 years. A total of 136 samples were collected for
laboratory analyses of basic density, lignin, and extractives. Chip samples were ground
in a cyclone mill to collect NIR spectra. The models were developed by partial least
squares (PLS) regression and tested mathematical transformations. External samples of
different ages were used for model validation. The developed models resulted in
significant coefficients of determination (R2) for basic density (from 0.84 to 0.89) and
lignin (from 0.72 to 0.88), but the best R2 values were found for the extractives content
(from 0.92 to 0.98). From the values of RPD (ratio of performance to deviation) it was
found that samples of different ages used in the development of the models did not
show good predictions. But basic density models specifically designed for the ages of 3

and 7 years were able to provide satisfactory predictions for samples aged 46 years.

Keywords: Near infrared spectroscopy, basic density, wood quality, age.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é hoje uma das grandes poténcias na producdo de celulose e papel,
destacando-se como o maior produtor de fibra curta branqueada do mundo. Atualmente,
na producdo mundial de celulose, o Brasil ocupa o 4° lugar, com 13,9 milhdes de
toneladas produzidas e passou de 11° lugar para o 9° maior produtor de papel do mundo,
com 10,2 milhdes de toneladas (BRACELPA, 2011). A manutencdo e o crescimento da
competitividade do setor de celulose e papel brasileiro se baseiam na biomassa de
Eucalyptus, que depende de um trabalho estratégico entre os setores privados,
cientificos e governamentais.

Os programas de melhoramento florestal utilizam da alta variabilidade do
Eucalyptus, principal matéria-prima para a produgdo de celulose, como fonte constante
para selecdo de arvores com qualidades de madeiras superiores a média da populacéo.
No entanto, para avaliacdo da qualidade da madeira faz-se necessario que a mesma
esteja em idade de corte apropriada, o que leva de 5 a 7 anos para o corte. A necessidade
de tempo, para incorporacdo de caracteristicas de grande interesse na producdo de
celulose, obriga os programas de melhoramento florestal a procurarem solucGes para
diminuir o tempo de espera na selecdo de amostras e também o0s custos para analisar
milhares de arvores. Uma das alternativas seria a reducéo da idade da madeira destinada
a avaliacdo de caracteristicas tecnoldgicas, ou seja, a selecdo precoce, que representa
uma solucdo na economia de tempo para selecdo de caracteristicas da madeira (SILVA
JUNIOR; BRAGA, 1997). Outra alternativa complementar seria o uso de técnicas de
baixo custo e rapidez para avaliar as caracteristicas da madeira, como a espectroscopia
de infravermelho préximo (NIRS —Near Infrared Spectroscopy). A técnica NIRS, nos
ultimos 15 a 25 anos, tem despertado crescente interesse nas pesquisas, provando ser
uma ferramenta Gtil nas pesquisas para agricultura, industria alimenticia, farmacéutica,
quimica, polimeros e petrolifera. Segundo Bokobza (1998) o “despertar deste gigante™
tem surgido de melhorias na instrumentacao e nas analises de dados. Entre as vantagens
oferecidas pelo NIRS, a velocidade, simplicidade de preparacdo das amostras e baixo
custo da técnica podem ser mencionados.

A técnica NIRS tem provado ser uma ferramenta Util nos programas de
melhoramento para selecdo de espécies envolvendo grande numero de arvores
(SCHIMLECK et al. 2004) e os pesquisadores pioneiros desta técnica em madeira
foram Birkett e Gambino (1998), Easty et al. (1990) e Wright et al. (1990). Muitos
trabalhos relacionam a utilizagdo de NIRS para analises de propriedades quimicas da
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madeira, como lignina e extrativos (BRINKMANN et al., 2002; GIERLINGER et al.,
2002; BOERIU et al., 2004; ALVES et al., 2006) e de propriedades fisicas como a
densidade basica (HOFFMEYER; PEDERSEN, 1995; SCHIMLECK et al., 1999;
SCHIMLECK et al., 2004; HEIN et al., 2009).

A variabilidade das caracteristicas fisico-quimicas da madeira depende do
género, espécie, procedéncia, condi¢bes edafocliméticas, posi¢do na arvore e, também,
da idade. Em estudos sobre idade, Vital et al. (1984), Trugilho et al. (1996) e Silva et al.
(2005) analisaram o efeito desta variavel nas caracteristicas fisico-quimicas e
anatdmicas da madeira. A densidade tende a aumentar com a idade, como consequéncia
do aumento da espessura da parede celular e diminui¢do da largura das células. Em
estudos com arvores de até 7 anos de idade, o teor da lignina tende a diminuir com a
idade, pois espécies mais jovens tendem a possuir maior propor¢do de madeira juvenil,
mais rica em lignina que a madeira madura. A mesma tendéncia ocorre também para o
teor de extrativos, que tende a diminuir até certa idade, estabiliza e, mais tarde, tendem
a aumentar com o avanco da idade (MORAES, 2008; TRUGILHO et al., 1996).

O objetivo deste estudo foi o desenvolvimento de modelos de calibracao
multivariada NIRS para amostras de Eucalyptus em idades de 3 a 7 anos, para
densidade bésica, teores de lignina e de extrativos em acetona e, também, averiguar a
capacidade preditiva de cada modelo, por meio de validagdo externa com amostras

diferentes das utilizadas na calibracéo.

69



2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material

Foram utilizadas 136 arvores clonais de Eucalyptus spp., sendo 21 arvores com
idade de 3 anos, 40 arvores com idades entre 4 a 6 anos e 75 arvores com idade de 7
anos provenientes de um mesmo local de plantio no Estado de S&o Paulo.

Trés arvores de cada clone, com altura e DAP (didmetro a altura do peito)
representando a média do povoamento, foram abatidas e cortadas em toretes de 50 cm
cada, na base, 25, 50, 75 e 100% da altura comercial. Esses toretes foram transformados
em cavacos, por meio de um picador laboratorial, classificados em peneiras de 16 x 16
mm e realizada uma classificacdo manual para retirada de nés da madeira e cavacos mal
dimensionados. Depois de selecionados, os cavacos foram secos ao ar e em seguida
misturados em um homogeneizador rotatério. Depois de misturados, foram colocados
em sacos de polietileno hermeticamente fechados para conservacao e uniformizacéo do
teor de umidade.

Partes das amostras de cavacos, de cada clone, foram selecionadas para
determinacdo da densidade basica, segundo norma da ABNT (NBR 11941). Outro
grupo de amostras foi selecionado para serem transformadas em serragens, com uso de
um moinho willey. As serragens foram classificadas em peneiras de 40 e 60 mesh, e
usadas na determinacdo dos teores de lignina total (GOMIDE; DEMUNER, 1986;
GOLDSCHMID, 1971) e extrativos (TAPPI T264 om-82).

2.2 Preparo de amostras para leituras no espectrofotometro NIR

As serragens que passaram pela peneira de 40 mesh e ficaram retidas na peneira
de 60 mesh foram novamente moidas em moinho, tipo ciclone, para uniformizacéo da
granulometria, e, a sequir, foram acondicionadas em local com umidade e temperatura
controladas (50% e 24°C). Apb6s 24 horas de acondicionamento, a serragem foi
compactada manualmente na unidade de leitura do espectrofotdmetro e foram coletados
os espectros NIR, tendo sido realizadas duas leituras para cada amostra. O
espectrofotémetro utilizado foi o NirSystem 5000 da Foss com o auxilio do software
WinISI®, que obtém espectros a cada 2 nm de comprimentos de onda, no intervalo de
1100 a 2500 nm, determinando a refletancia para 700 valores de comprimento de onda.
O espectrofotometro realiza 32 varreduras por leitura e envia o valor médio de log (1/R)

para o computador, gerando, assim, o espectro da amostra (NISGOSKI, 2005).
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2.3 Calibracdes e validagdes NIRS

Os dados espectrais foram exportados do programa WinISI® 1.5 para o The
Unscrambler® 9.6 (CAMO S.A.) onde foram determinadas as médias das leituras dos
espectros duplicados e realizadas as analises estatisticas. As calibragdes foram
desenvolvidas utilizando regressbes de minimos quadrados parciais (PLS), com
validacdo cruzada completa com um méximo de 15 fatores. O nimero de fatores
adotado para cada modelo foi 0 valor que minimizou o erro padrdo médio (RMSECV ) e

maximizou o coeficiente de determinacéo da validagdo cruzada (RZ). Foram também

testadas transformacgdes matematicas espectrais propostas por Savitzky e Golay (1964).
Amostras andmalas, com alto “leverage” e alta variancia residual, visivelmente
diferentes do restante das amostras, foram detectadas em analises graficas como
“outliers” e foram excluidas dos modelos.

Foram desenvolvidos 3 tipos de calibracbes NIRS separadas por idade das
amostras: (i) idade de 7 anos; (ii) idade de 3 e 7 anos; e (iii) idades de 3 a 7 anos (Tabela
1). Os modelos gerados somente com amostras de 7 anos de idade foram utilizados para
validar a densidade basica, teores de lignina e extrativos da madeira das amostras de 3
anos de idade e amostras com idades de 4 a 6 anos. Modelos NIRS gerados com
amostras de 3 e 7 anos foram utilizados para validar amostras de 3, 7 e 4 a 6 anos de
idade, e por fim, os modelos desenvolvidos com amostras de todas as idades, foram

usados na predicéo de amostras de 3 a 7 anos.

Tabela 1: Calibragdes NIRS

Calibracoes Grupo de Validacéo

Amostras de 3 anos
Amostras de 7 anos
Amostras de 4 a 6 anos

Amostras de 3 e 7 anos
Amostras de 3 e 7 anos
Amostras de 4 a 6 anos

Amostras de 3 a 7 anos Amostras de 3 a 7 anos

Para a predicdo foram utilizados grupos de amostras que ndo fizeram parte das
calibragcbes dos modelos NIRS, sendo assim conhecido como validagdo externa
(BURNS; CIURCZAK, 2008). As amostras da validacdo externa tiveram suas
caracteristicas determinadas em laboratdrio e comparadas com as predigdes via NIRS.
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2.4 Selecéo das calibracoes

Anédlises estatisticas foram utilizadas para selecdo das calibragcbes NIRS. Foram

utilizados os coeficientes de determinacdo da calibragdo (R?) e da validagdo cruzada

(RZ2), os erros padrdes da calibragdo (SEC) e da calibragdo cruzada (SECV) e a

relacdo de desempenho do desvio (RPD ). Segundo Williams e Sobering (1993), o RPD
€ uma técnica utilizada para verificar a precisdo de calibracdo de um modelo, sendo
calculado como a razéo entre o desvio padréo dos valores de referénciae o SECV ou o
erro padréo da validacdo externa ( SEP ). Assim, quanto maior o valor de RPD, melhor
é 0 ajuste do modelo (FUJIMOTO et al., 2008).

Anédlises estatisticas similares foram usadas para a validacéo externa, utilizando

o0 coeficiente de determinacgéo da predicédo (Rﬁ) e o RPD,, que é a razdo entre o desvio

padrdo dos valores de referéncia e o erro padréo da predicao.
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3. RESULTADOS

Para melhor visualizagdo dos espectros das 136 amostras de madeira, na Figura
1 pode ser observado o grafico de “scores” da analise de componentes principais. Como
pode ser visto, houve separacdo dos grupos, tendo as amostras de 4 a 6 anos se
localizado em um nivel mais alto do eixo PC2, as amostras de 7 anos se localizaram

num nivel mais baixo e entre estes dois grupos localizaram-se as amostras com idades

de 3 anos.
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Figura 1: Analise de componentes principais das amostras de 3, 7 e 4-6 anos de idade.

3.1 Calibracdes NIRS

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados das analises estatisticas descritivas

das 136 amostras.
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Tabela 2: Analises estatisticas, abrangendo valores maximo, minimo, média, desvio

padréo (DP) e coeficientes de variagdo (CV), dos parametros estudados

Amostras ) ) ] CVv
_ NUmero Paradmetros Maximo Minimo Média DP
(idade) (%)
Densidade basica
(kg/m3) 483 367 432 32 7
3 anos 21 o
Lignina total (%) 30,2 262 282 11 3,9
Extrativos (%) 3,4 1,4 2,7 0,6 23,7
Densidade basica
(kg/m3) 519 353 435 42 10
4 a 6 anos 40 o
Lignina total (%) 29,6 252 279 1,0 3,7
Extrativos (%) 2,4 0,9 15 04 22,8
Densidade basica
(kg/m3) 555 429 493 26 5
7 anos 75 o
Lignina total (%) 30,9 233 273 18 6,5
Extrativos (%) 7,3 1,2 31 13 41,2
Densidade basica
(kg/m3) 555 353 466 44 9
Total 136 o
Lignina total (%) 30,9 233 276 15 55
Extrativos (%) 7,3 0,9 26 1,2 46,7

Como pode ser observado na Tabela 2, em média, as madeiras de 3 anos de
idade apresentaram, quando comparadas com as de 4 a 6 anos e de 7 anos, densidade
basica mais baixa, maior teor de lignina e teor de extrativos intermediarios.

Os parametros estatisticos dos modelos NIRS estabelecidos neste estudo para as

diferentes idades das madeiras estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3: Pardmetros estatisticos dos modelos NIRS desenvolvidos para as diferentes

idades
Caracteristicas NUmero )
Idade o de “Outlier” VL R% R%, SEC SECV RPDc
quimicas amostras
Densidade
o 72 3 7 084 0,76 10 13 2,04
. béasica (kg/m3)
Lignina total
anos 72 3 5 080 071 08 09 197
(%)
Extrativos (%) 75 - 6 092 09 04 04 310
Densidade
o 68 3 7 087 0,80
béasica (kg/m3) 13 16 2,24
3e7
Lignina total
anos 67 4
(%) 8 088 056 06 11 148
Extrativos (%) 71 - 8 098 092 02 03 395
Densidade
o 104 2 7 089 083
béasica (kg/m3) 14 18 2,41
3a7
Lignina total
anos 100 6 7 0,72 055
(%) 08 10 1,45
Extrativos (%) 104 2 9 09 08 03 04 2097

Os resultados das calibracOes, para os trés grupos de idades, mostraram que 0s

modelos para densidade basica alcancaram elevado R2. A qualidade dos modelos é

demonstrada pelos altos R?, pelos valores de RPD , superior a 2, pelos coeficientes de

2
cv !

determinacdo da R, pelos baixos erros de SEC e erros de SECV, com valores

minimos de 10 e maximos de 18 kg/ms3, respectivamente.

Os modelos para o teor de lignina apresentaram parametros mais baixos, em
relacdo ao RZ (0,71 a 0,55) e a0 RPD (1,97 a 1,45). Nestes modelos 0 SEC foi
inferior a 1,0% e o SECV apresentou erro méaximo de 1,1%.

Em relagdo aos teores de extrativos das madeiras, os R’ foram os melhores
dentre os modelos dos outros dois parametros analisados e variaram de um maximo de
0,98, para as idades de 3 e 7 anos, a um minimo de 0,92 para a idade de 7 anos. O RZ
alcancou maior valor para 0 modelo com amostras de 3 e 7 anos de idade e menor para

0 modelo com idade de 3 a 7 anos
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3.2 Predicbes NIRS

Os modelos desenvolvidos foram utilizados para predi¢des e foram testados os
desempenhos preditivos das calibracbes para amostras de diferentes idades, o0s

resultados sao mostrados nas Figuras 2.
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Figura 2: Coeficiente de determinacdo da predicdo (R?p) e relacdo de desempenho de
desvio (RPDp), para os modelos desenvolvidos com amostras de: (A e B) 7
anos de idade,(C e D) 3 e 7 anos de idade e (E e F) 3 a 7 anos de idade.

O modelo desenvolvido para a idade de 7 anos foi testado para predizer as
amostras de 3 anos e também o grupo de amostras de 4 a 6 anos. Na Figura 2(A) sdo

mostrados os coeficientes de determinacéo da predicdo (Rf,) para estes dois grupos e na
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Figura 2(B) sdo apresentadas as comparagdes das relacdes de desempenho do desvio
(RPD,) para cada grupo de predicao.
O modelo desenvolvido com amostras de 3 e 7 anos de idade foi utilizado para

predizer amostras com idades de 3 e 7 anos e, também para predizer amostras com

idades de 4 a 6 anos, como mostrado nas Figuras 2(C) e 2(D) onde s&o mostradas

comparacg0es de Rﬁ e RPD,. Todas as trés caracteristicas analisadas para as madeiras

de 3 e 7 anos apresentaram valores de Rﬁ acima de 0,60, sendo 0,82 para densidade

bésica e 0,89 para o teor de extrativos. Para o grupo de madeiras com idades de 4 a 6

anos os valores de R,f foram baixos, exceto a densidade béasica que demonstrou um
elevado valor de R (0,82).

Nas Figuras 2(E) e 2(F) sdo mostrados 0s er e os RPD, respectivamente, para

predicdo das amostras de 3 a 7 anos de idade, utilizando o modelo desenvolvido

especificamente com amostras de madeiras com as mesmas idades. O er dos extrativos

foi muito preciso, com valor de 0,90, a densidade basica alcancou valor de 0,83 e a

lignina atingiu 0 menor valor, com 0,48. O RPD,, apresentou a mesma tendéncia do RfJ

mas o modelo usado para a predicdo de lignina com idade de 3 a 7 anos ndo foi

satisfatorio, apresentando um RPD, igual a 1,00.

4. DISCUSSAO

Segundo Trugilho et al. (1996), ap6s os 3 anos de idade existe uma tendéncia de
estabilizacdo de algumas caracteristicas fisico-quimicas da madeira de Eucalyptus,
como a densidade bésica e os teores de lignina e de extrativos, o que sugere 0 inicio da
formacdo da madeira adulta. Estudos tém demonstrado que o teor de extrativos tendem
a diminuir até os 4 anos de idade (TRUGILHO et al., 1996) e ap6s 5 anos tendem a
aumentar (MORAES, 2008; SILVA et al., 2005) devido ao processo de cernificacdo da
madeira.

Os resultados dos parametros estatisticos dos modelos para a densidade bésica,

certamente, possibilitardo adequada predicdo para estudos de melhoramento florestal.

Schimleck et al. (2006) encontraram valores de R’ para densidade basica variando de
0,76 a 0,64 e Tyson et al. (2009) encontraram valores de R’ igual a 0,75 e RPD_ de

1,71, inferiores aos encontrados neste trabalho, e erros mais elevados, com SEC de 27
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kg/m3 e SECV de 32 kg/m3. Outros resultados para densidade béasica também foram
determinados por Cogdill et al. (2004), com R? de 0,81 e erros de SEC e SECV de 35
e 39 kg/m3, respectivamente.

Em relacdo ao teor de lignina total, Tyson et al. (2009) em seus estudos com 140
arvores de Eucalyptus, encontraram valores intermediarios aos deste estudo com R? de
0,76 e erro SEC e SECV de 0,7 e 0,8%, respectivamente, sendo assim considerados

pelos autores como resultados satisfatorios. O que confirma ainda a qualidade dos

parametros dos modelos para lignina, neste estudo, foram as correlacGes encontradas no

trabalho de Schimleck et al. (2006), com R’ de 0,79, erros SEC e SECV de 0,8 e

0,9% e RPD_ de 1,90.

O desempenho dos modelos desenvolvidos com amostras de 7 anos de idade para
predicdo de amostras com 3 anos ndo apresentou precisdo aceitavel, uma vez que as
predicdes apresentaram Rg de 0,41 para a densidade basica, 0,10 para lignina e de 0,14
para os extrativos. Para as madeiras com idades de 4 a 6 anos 0 modelo também néo
mostrou alto desempenho de predi¢do para as caracteristicas de lignina e extrativos,

tendo apresentado R§ abaixo de 0,30 e somente para densidade basica o0 modelo

alcancou Rﬁ de 0,76, sendo este consideravel. O RPD  para densidade basica

apresentou o maior valor, proximo a 2, indicando que o modelo estabelecido para esta
propriedade seria suficientemente preciso na selecdo de amostras, desde que as madeiras
tenham idades de 4 a 6 anos. De acordo com alguns autores (TRUGILHO et al., 1996;
ALENCAR et al., 2002; MORAES, 2008), ocorre nas madeiras de Eucalyptus uma
tendéncia de reducdo da taxa de incremento da densidade basica com o aumento da
idade e este fendmeno pode ter contribuido para uma melhor predicdo das amostras com
idades de 4 a 6 anos. As amostras com idades de 3 anos ndo foram bem preditas com o

modelo de 7 anos para nenhuma das caracteristicas analisadas, uma vez que todos 0s

RPD, foram iguais ou menores do que 1.

Para predicdo das amostras de madeira com idade de 3 e 7 anos, foi alcancado
RPD, de 3,93 para o teor de extrativos, considerado muito satisfatorio para predigdo
em melhoramento florestal, mas a lignina e a densidade béasica apresentaram valores

bem inferiores de 1,60 e 2,03, respectivamente. A utilizacdo do modelo com amostras

de 3 e 7 anos para predizer amostras com idades de 4 a 6 anos ndo demonstrou bom
desempenho, tendo apresentado RPD,, para os teores de lignina e extrativos de 1,03 e
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0,67, respectivamente, e no caso da densidade basica, esta apresentou o melhor valor de

RPD, (2,22). Os fatos dos extrativos ndo terem apresentado precisao suficiente ao

utilizar um modelo de 3 e 7 anos para predizer amostras de 4 a 6 anos pode ser
explicado pela queda do incremento do teor de extrativos até cerca de 5 anos de idade e
apos esta idade ocorrer elevacdo do teor de extrativos novamente (MORAES, 2008).

5. CONCLUSAO

Pela anélise de componentes principais as madeiras analisadas apresentaram
diferengas espectrais entre as idades.

Os resultados obtidos neste estudo indicaram boas correlacbes dos modelos
desenvolvidos para cada grupo de amostras, separadas por idade, exceto para o teor de
lignina. A escolha do modelo para predicdo de amostras deve ser de acordo com as
caracteristicas das amostras a serem preditas, ou seja, amostras com idades diferentes
das utilizadas no desenvolvimento do modelo ndo proporcionardo boas predi¢cdes. Neste
estudo, entretanto, apenas para densidade basica, os modelos desenvolvidos para a idade
de 7 anos e modelos desenvolvidos para idades de 3 e 7 anos, predisseram com preciséo
suficiente as amostras com idades de 4 a 6 anos.

A incorporacdo de amostras de varias idades (3 a 7 anos), representativas de
cada grupo, permitiu o desenvolvimento de modelos capazes de predizerem amostras

em diferentes idades com melhorias no desempenho das predicdes.
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CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Como conclusdes e consideracBes finais, referentes aos quatro capitulos
apresentados nesta tese, sobre 0 uso da espectroscopia de infravermelho proximo para

predicdo de propriedades da madeira, podemos dizer que:

] Modelos para sites e materiais genéticos diferentes devem ser levados em
consideracdo na constru¢do dos modelos NIRS. Uma precisdo maior é obtida,
quanto mais préximo sdo os individuos de uma populacdo amostrada, porém a
variabilidade pode ser contemplada em um Unico modelo para uma maior

rapidez na selecdo de amostras para melhoramento florestal;

| A amostragem é de fundamental importancia na coleta dos espectros NIR, pois
amostragens em diferentes posicGes na arvore geram modelos de calibragdes

diferentes. Sendo assim é importante estabelecer um padrdo de amostragem;

] A amostragem no DAP das arvores podem ser utilizados para predicdo de

caracteristicas da madeira para fins de selecdo de individuos e ranqueamento;

] A eficiéncia e rapidez na selecéo de amostras, utilizando algoritmos, se torna
necessario quando um grande numero de individuos deve ser analisado para
construcdo de modelos NIR. Na selecdo via algoritmos foram consideradas as
variabilidades espectrais (Cadex e Duplex) e de dados laboratoriais (Ranking) da
populacdo, demonstrando que o uso de dados espectrais podem ser utilizados

para selecdo;

| Modelos contemplando amostras com idades diferentes das amostras & serem
preditas, ndo devem ser utilizados. Como exemplo, modelos com amostras de 7
anos de idade ndo sdo capazes de predizer individuos com idades inferiores para

selecdo precoce.
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