N

Universidade de Brasilia

Instituto de Quimica

Programa de Pos-Graduacdo em Quimica

DISSERTACAO DE MESTRADO

Analise exploratoria de espécies de madeiras tropicais por
medidas de fluorescéncia e resolucéo de curvas multivariadas

Natasha Neiva Moura

Orientador

Prof. Dr. Jez Willian Batista Braga

Brasilia, 2013.



N

Universidade de Brasilia

Instituto de Quimica

Programa de Pos-Graduacdo em Quimica

DISSERTACAO DE MESTRADO

Analise exploratoria de espécies de madeiras tropicais por
medidas de fluorescéncia e resolucéo de curvas multivariadas

Natasha Neiva Moura

Dissertacao apresentada ao Instituto
de Quimica da Universidade de
Brasilia como parte dos requisitos
exigidos para a obtencéo do Titulo de
Mestre em Quimica.

Orientador

Prof. Dr. Jez Willian Batista Braga

Brasilia, 2013.



DEDICATORIA

Dedico esse trabalho a minha
mae, Tancy de Maria Neiva
Moura. Obrigada por seu amor,
carinho, companheirismo e por
ser muito mais que uma mae,
por ser uma amiga € um
exemplo. Obrigado pelo apoio e
torcida durante toda a trajetoria.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, por me dar forgcas, coragem e me proteger durante

toda essa caminhada em busca dos meus objetivos;

Aos meus pais, Tancy de Maria Neiva Moura e Jonival Moura Guedes por
toda a dedicacdo, amor incondicional, por me orientarem a ser uma pessoa

melhor a cada dia e por todo o apoio sempre;

A minha irmd, Nayara Neiva Moura, por compartilhar as angustias e

correrias que a Universidade proporciona e pelo apoio nos momentos dificeis;

Ao meu namorado, Felipe Gomes Neves por todo carinho, paciéncia,
dedicagdo, compreensdo e incentivo. Obrigada pelo apoio e amor que
demonstra por mim, por me proporcionar tantas alegrias e sorrisos, e por me

ajudar a enfrentar os problemas que apareceram no caminho;

Ao meu orientador Prof. Dr. Jez Willian Batista Braga, por toda a
paciéncia, pelos ensinamentos, atencéo, dedicacdo, amizade, incentivo e apoio

sempre. Posso afirmar que eu néo teria escolhido orientador melhor;

Ao Laboratorio de Produtos Florestais, pelo apoio e disponibilizacdo das
amostras de madeira utilizadas neste trabalho. Um agradecimento especial as
pesquisadoras Dra. Tereza C. M. Pastore, Dra. Vera T. R. Coradin e M.Sc.
José A. A. Camargos por todo o apoio, carinho, paciéncia e ensinamentos

durante todo o projeto;

Ao Dr. Alex Wiedenholf do Forest Products Laboratory, Madison (USA)
pela cessao de algumas amostras de madeiras.

Ao Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia, pela oportunidade

em me especializar;

Ao Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Bioanalitica, pelo apoio

financeiro;



A minha madrinha leda Guedes, minhas amigas Karinne Batista
Domingues, Alana Oliveira, Sabrina Paulino, Mayara Araujo, Juliana Viana,
Karolina Paiva, Leyna Gimena, Roberta Cruz, Dani Couto, Nayara Lazzari,
meus primos e amigos Bruno Guedes e Brenda Guedes que entenderam
minhas auséncias, furos e sempre me incentivaram. Obrigada por todo o

carinho e for¢a durante toda minha vida;

Aos amigos lindos do grupo AQQUA. Como sao muitos, sinto que citar
nomes seria injusto. Todos fizeram parte da minha vida, sofreram comigo, me
ensinaram, apoiaram e ajudaram sempre que precisei. Obrigada pelas
gargalhadas, pelo incentivo, amizade e por fazer com que os meus dias na

UnB fossem mais alegres e descontraidos;

Aos amigos da UnB Diego Arantes, Guilherme Matos, André Felipe
Amaral, Hécio Almeida, Fernanda Sampaio, por estarem por perto desde a

graduacéo, pelo incentivo, pelas conversas e risadas e pelo carinho;

A todos que, de alguma forma colaboraram ao longo do trabalho, meu
sincero obrigado.



RESUMO

A madeira é uma matéria prima utilizada para construir estruturas e para fins
energéticos desde os primordios da humanidade. Nesse sentido, a
identificacdo e caracterizacdo da madeira € de extrema importancia, pois
conforme suas caracteristicas pode ser utilizada para diferentes fins. Os
principais métodos de identificagdo e classificacdo sdo o anatbmico
convencional e o0s que utilizam métodos fisico-quimicos, tais como:
determinacdo de propriedades fisicas, espectroscopia no infravermelho ou
fluorescéncia molecular. No entanto, os métodos tradicionais utilizam critérios
subjetivos para avaliar a fluorescéncia. Medidas mais precisas para analises
qualitativas e quantitativas da fluorescéncia molecular sdo pouco estudadas.
Deste modo, esse trabalho teve como objetivo principal realizar um estudo
exploratorio de 16 espécies de madeiras tropicais através da fluorescéncia. A
fluorescéncia foi adquirida em trés diferentes condi¢Oes: corpos-de-prova,
serragem, e extrato de madeiras em diferentes solventes. Além da madeira,
foram utilizados padrdes de celulose e lignina para comparacbes e foram
estudadas as influéncias da oxidacdo da superficie, da face da madeira
utilizada (radial, tangencial e transversal) e da orientagdo da madeira em uma
mesma face (vertical ou horizontal) na intensidade de fluorescéncia. Foram
obtidos espectros de excitacdo (200 a 550 nm) e emissao (210 a 700 nm). A
partir do método de resolucdo de curvas multivariadas (MCR) foram obtidas
estimativas dos espectros de emissdo e excitagdo dos componentes
fluorescentes das madeiras estudadas. Alterando a face, a orientacdo da
madeira ou ambos, as intensidades de fluorescéncia variaram, pois a
distribuicdo dos componentes da madeira (celulose, lignina e extrativos) €
diferente em cada face ou orientagdo. A utilizacdo do MCR (Resolucao de
Curvas Multivariadas) possibilitou que fossem feitas comparacfes entre as
espécies, pois estimou espectros de excitagdo e emissdo da madeira que, em
alguns casos, foram similares. Estas similaridades podem significar que os
mesmos fluoréforos estejam presentes em diferentes espécies de madeira.
Além disso, os extratos feitos com trés solventes distintos (agua, diclorometano
e etanol) através do método de extragdo proposto permitiram comparacoes e a

identificacdo de similaridades entre as espécies.



ABSTRACT

Wood is a raw material used to build structures and for energy purposes since
the Dbeginnings of humanity. For that reason, the identification and
characterization of the wood is very important, since according to their
characteristics it can be used for different purposes. The main identification and
classification methods are the conventional anatomic characterization and
physicochemical methods, such as determination of physico-chemical
properties, infrared spectroscopy and molecular fluorescence. However,
anatomic methods presents subjective criterions to evaluate the fluorescence.
Accurate measurements for qualitative and quantitative analysis of the
molecular fluorescence have received little attention. Therefore, this work
expected to realize an exploratory study of the fluorescence of tropical woods.
Fluorescence was acquired in three different conditions of wood: sawdust, small
blocks and its extracts in different solvents. In addition, standards of lignin and
cellulose were used for comparison. Additionally, the influence of the surface
oxidation, the face used (radial, tangential and transverse) and the orientation of
the wood surface in the same face (vertical or horizontal) in fluorescence
intensity were also studied. Excitation (200 to 550 nm) and emission (210 nm to
700 nm) spectra were obtained. Excitation and emission spectra of the
fluorescent wood components were studied by the method of multivariate curve
resolution (MCR) estimations. Changing the face, the orientation of the wood or
both, fluorescence intensities varied because the distribution of the wood
components (cellulose, lignin and extractives) is different on each face or
orientation. The use MCR (Multivariate curve resolution) enabled comparisons
between species through the estimated excitation and emission spectra of the
wood, which in some cases were similar. These similarities can mean that these
fluorophores are present in different species of timber. Besides, extracts made
with three different solvents (water, ethanol and dichloromethane) via the
extraction method proposed allowed comparisons and identification of

similarities between species.
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1 INTRODUCAO E OBJETIVOS

A madeira € um dos materiais mais conhecidos e utlizados desde a
antiguidade e a identificacdo correta de cada espécie faz com que a madeira
possa ser utilizada de forma correta, dependendo de suas caracteristicas e sua
finalidade.™® A identificacdo e caracterizacdo de madeiras permite obter
informacdes sobre diversas propriedades fisicas, quimicas, mecéanicas e
anatbmicas além de propiciar a utilizacdo da madeira de forma adequada.
Adicionalmente, permite a deteccdo de enganos na identificacdo e até mesmo

fraudes no comércio e na exploracdo de madeira.’

Apesar da evolucdo dos métodos de andlise quimica, o principal método
para a identificacdo de madeira ainda € o método botanico, que consiste na
utilizacdo de caracteristicas anatdmicas baseadas na observacdo de flores,
frutos e folhas das arvores. Os botanicos também utilizam propriedades
organolépticas como cor, cheiro ou textura. Todavia, existem espécies que
apresentam propriedades muito semelhantes, que causam duividas ou mesmo
erros de identificacdo. Além disso, € comum a busca do nome cientifico
correspondente a um nome popular na literatura especifica, sendo que estes
nomes variam muito de acordo com a regido, proporcionando uma outra fonte
de incerteza para a identificacdo da espécie.?® Considerando todos os possiveis
problemas, tém-se proposto e difundido o uso de métodos épticos de analise
baseados em espectroscopia,® por fornecerem resultados confiaveis® na
identificacdo de afinidades taxondmicas,> ou seja, na identificacdo de

caracteristicas comuns nas especies.

Dentre os diversos métodos de andlise conhecidos, a fluorescéncia de
madeiras pode ser considerada uma ferramenta util para a identificacdo e
caracterizacdo de madeiras.*>® Contudo, ndo sdo encontrados muitos
trabalhos de andlise de madeira na literatura que abordem a fluorescéncia,
apesar de ser um método rapido, ndo destrutivo e muito sensivel.”® Além
disso, a maioria dos estudos é focado nas cores observadas visualmente,

4,5,6,

apenas com o auxilio de uma lampada ultravioleta (UV) e até o momento
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nao foram encontrados trabalhos que utilizem padrbes para a analise ou

detalhem o método utilizado para a preparagdo das amostras.

A presente dissertacdo de mestrado teve como seu objetivo principal fazer
uma andlise exploratéria da fluorescéncia molecular em madeira e utilizar o
método de resolucdo multivariada de curvas (MCR, do inglés “Multivariate
Curve Resolution”), realizando deconvolu¢cdo de sinais com o objetivo de
identificar similaridades entre as espécies e estimar a origem da fluorescéncia

em madeira.

Outro objetivo foi estabelecer parametros para as medidas de fluorescéncia
na madeira em estado soOlido e em seus extratos. Dessa forma, definindo
parametros como massa de amostra utilizada para a extracdo, a faixa de
comprimento de onda em que a madeira fluoresce, quais 0s solventes
proporcionam uma melhor extracdo, qual face de orientacdo de corte é a mais
recomendada para analises no espectrofluorimetro e a influéncia da utilizacdo

de lixas antes da analise.

Além disso, foi avaliada a possibilidade de utilizar a fluorescéncia para
separar amostras de espécies diferentes ou da mesma familia, além de
investigar se a cor da fluorescéncia observada originalmente pode ser estimada

a partir de resultados experimentais utilizando o espectrofluorimetro.

Por fim, pretendeu-se investigar qual € o componente ou 0s componentes
responsaveis pela fluorescéncia em madeira, identificando se as emissdes sdo
originadas da lignina, da celulose, de ambas ou dos extrativos presentes na

madeira.

Todas estas consideracdes visaram fazer com que a fluorescéncia seja um
método complementar na identificagcdo de madeira, facilitando, assim, a

discriminacao de espécies que apresentem essa caracteristica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MADEIRA

2.1.1 Estrutura, composi¢cdo quimica e principais componentes

da madeira

Vérias substancias que compdem o lenho da madeira sdo empregadas
como matéria prima em diversos campos da tecnologia.” As polpas de
celulose, por exemplo, atualmente sdo o produto de conversdo quimica da
madeira mais importante.® Além de ser um recurso renovavel por natureza, a
madeira tem a vantagem de apos cumprir sua funcéo poder ser transformada
em seus componentes basicos e ser aproveitada em outros processos. Assim,

a madeira é também uma matéria prima reciclavel.

Sendo um material biol6gico e heterogéneo, a madeira possui uma grande
variabilidade estrutural e quimica. A quantidade e a forma com que sé&o
distribuidos seus componentes (macroscopicos e microscopicos) define sua
estrutura e a torna um material complexo, poroso e com diferentes
caracteristicas em seus dois sentidos de crescimento: transversal e longitudinal
(radial e tangencial).? A Figura 1 mostra os diferentes sentidos de crescimento
da espécie Roupala montana.

De acordo com Klock et al. e Fengel et al. a composi¢do quimica basica da
madeira ndo apresenta grande variacdo entre espécies, sendo composta
basicamente de carbono (C), hidrogénio (H), oxigénio (O) e pequenas
quantidades de nitrogénio (N) . Algumas substancias minerais também podem
ser encontradas. Contudo, é importante destacar que dentro de uma mesma
espécie podem ser encontradas variacdes nesses componentes basicos devido
ao clima e solo da regidao de plantio, idade da arvore, etc. A Tabela 1 mostra

um exemplo de como podem ser divididos os constituintes na madeira.*?
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Figura 1. Foto de um disco de madeira retirado da espécie Roupala montana. A

imagem mostra as diferencas existentes nos trés sentidos de orientacéo de corte: (1)

transversal; (2) radial e (3) tangencial

Tabela 1. Estimativa da Composicdo Média de Madeiras de Coniferas e Folhosas*

Constituinte Coniferas (% g/g) Folhosas (% g/g)

Celulose 42 +2 45+ 2
Polioses 272 305
Lignina 2812 20+4
Extrativos 5+3 32

=4 7

E importante ressaltar que na tabela 1 é mostrada a composicdo média
para espécies de clima temperado. No Brasil, as propor¢cdes dos constituintes
pode apresentar uma quantidade de extrativos muito superior a apresentada na

tabela 1, podendo chegar a proporcdo de 17%.*°

Pode-se observar na tabela 1 que a celulose é o componente majoritario,

sendo um polimero linear de alto peso molecular, constituido unicamente por -
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D-glucose (figura 2.1) e pode ser considerado o principal componente da
parede celular dos vegetais.'?
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Figura 2. Estruturas quimicas da (1) celulose; (2) as estruturas das polioses, (3) alcodis
precursores da lignina* (continua)
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Figura 2. (Continuacgdo) Estrutura quimica da (4) Lignina - Esquema estrutural da lignina da

As polioses (ou hemiceluloses) também compdem a parede celular, sendo

e grupos laterais.'?

constituidas por 5 acUcares neutros: as hexoses (glucose, manose e galactose)
e as pentoses (xilose e arabinose). As polioses (Figura 2.2) sdo cadeias

moleculares bem menores que as de celulose, possuindo ou nao ramificagdes

Outro componente estrutural importante € a lignina. A lignina € formada por

fortalecendo-as e enrijecendo-as.*?

um sistema aromatico composto de unidades de fenilpropano (Figura 2.3). E

incorporada na parede celular durante o desenvolvimento das células,
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Os extrativos sédo diversos compostos quimicos que representam uma
menor percentagem da composicao total da madeira em relagdo a lignina e a
celulose. Para sua anadlise, devem ser isolados utilizando métodos de extracdo

ou destilacéo a vacuo como exemplificado na Tabela 2.2

Tabela 2. Exemplos de métodos de extracdo ou destilacdo a vacuo e extrativos

extraidos utilizados para anélise quimica de madeira®

Substancias

Extracéo Grupos Principais Subgrupos
Individuais
Destilacéo a Terpenos, fendis, Monoterpenos, Conifeno, careno,
vacuo hidrocarbonos, sesquiterpenos, limoneno, pineno,
lignanas di, tri, borneol
tetraterpenos,
politerpenos
Eter Acidos graxos, Acidos graxos Acido oléico,
6leos, gorduras, nao saturados, acido linoléico
ceras, resinas, acidos graxos
acidos resinosos, saturados
esterois
Extracao Pigmentos coloridos, Flavondides, Taxifolin,
alcodlica flobafenos, taninos, antociaminas guercetin
estilbenos
Extragao com Carboidratos, Monosacarideos,  Arabinose,
dgua proteinas, alcaléides, amido, material galactose,
matéria inorganica péctico, cations e rafitone, Ca, K,
anions Mg, Na, Fe

2.1.2 A andlise da madeira por Fluorescéncia

by

Existem poucos estudos relacionados a fluorescéncia em madeira’,
contudo, existem diversos trabalhos direcionados as polpas de celulose.* ***2
As maiores diferencas entre as polpas ricas em lignina e a madeira podem ser
atribuidas aos croméforos presentes no papel gerados no seu processo de

producéo e refinamento.*®
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A lignina é considerada responsavel pela fluorescéncia do papel, por ser
um polimero complexo e possuir potenciais grupos fotoativos.” * Entretanto,
alguns autores sugerem que a celulose também contribui expressivamente
para a emissdo de fluorescéncia, sendo que a lignina ou alguns de seus
componentes podem agir como supressores da fluorescéncia ou serem fonte

de emissao de fluorescéncia.'?

Dentre os trabalhos encontrados, € importante ressaltar que apenas o
trabalho de Pandey et. al. menciona que alguns dos sinais de fluorescéncia séo
causados por compostos presentes nos extratos em metanol e atribui alguns
dos sinais a lignina e a celulose.* Os outros dois trabalhos ndo atribuem este
fendmeno aos extrativos presentes nas amostras, mas sim a lignina’* ou a
celulose'? separadamente. Sendo assim, é possivel perceber que ndo ha um
consenso em relacdo a qual composto ou grupo de compostos é responsavel

pela fluorescéncia das polpas e, consequentemente, da madeira.

As andlises de fluorescéncia em madeira seguem basicamente duas
estratégias. A maioria dos estudos esta relacionado a utilizacdo de lampadas
de UV em camaras escuras onde o pesquisador julga a fluorescéncia de
acordo com a sua capacidade visual, sendo uma medida subjetiva.®°°%1¢
Estudos objetivos da fluorescéncia utilizando espectrofluorimetros, foram

descritos apenas em poucos trabalhos.****?

O comité da Associacao Internacional de Anatomistas de Madeira (IAWA,
do inglés International Association of Wood Anatomists) listou diversos
procedimentos para serem seguidos para realizar andlise de fluorescéncia em
madeira. Se forem utilizados pedacos de madeira, € necessario remover
algumas aparas da superficie com uma faca para expor a mesma.
Posteriormente, a superficie exposta € colocada a uma distancia de
aproximadamente 10 cm de uma lampada UV em uma camara escura. A
fluorescéncia que o analista enxerga pode variar de amarelada para
esverdeada, apesar de algumas espécies demonstrarem nuances de laranja e
rosa. Se a amostra parecer azul ou roxa, a mesma nao é considerada
fluorescente, pois essas cores sao atribuidas a reflexdo da luz UV. Um

exemplo desse tipo de interferéncia por reflexdo pode ser observado em
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algumas espécies que possuem o cerne amarelado e parecem fluorescentes
por causa da reflexdo. Varios fatores podem influenciar ou afetar a analise de
madeira por fluorescéncia, tais como exposicdo a altas temperaturas,

apodrecimento da madeira ou condicdes ambientais extremas.’

Se a analise de fluorescéncia for feita com extrato em agua, a mesma deve
ser destilada e estar tamponada a pH 6,86. Caso o extrato seja alcodlico, deve
ser utilizado etanol 95%. Para ambos, aparas de madeira sao retiradas e
colocadas juntamente com o solvente em um vial (pequeno frasco que pode
ser substituido por um tubo de ensaio com tampa). Em seguida é necessaria
uma agitacdo vigorosa de 10 a 15 segundos. Por fim, os vials sdo colocados
sob a luz UV. A fluorescéncia observada nessas condicfes geralmente é

azulada, e algumas vezes esverdeada.'’

A seguir sdo apresentados alguns trabalhos que ilustram a utilizagdo da
fluorescéncia utilizando lampadas UV e camaras escuras para as analises de

diferentes espécies de madeira.

Avella et al.*®

investigaram a fluorescéncia de 10.610 espécies da madeira
de madeiras da colecdo da Xiloteca de Tervuren, Bélgica. Os testes foram
conduzidos utilizando procedimento descrito no manual da IAWAY, sendo
diferente apenas em relacdo ao posicionamento da superficie recém-lixada da
madeira. Em vez de 10 cm, a madeira foi posicionada a 25 cm da lampada UV
em uma sala fracamente iluminada. Quando possivel, era utilizada mais de
uma amostra de uma mesma espécie para certificar que a fluorescéncia nao
era devido a fatores alheios a andlise ou a heterogeneidade da amostra. Os
autores concluiram que 1.237 espécies eram nitidamente fluorescentes (12%
do total examinado) e 2.272 outras possuiam fluorescéncia de baixa
intensidade (21%). E importante ressaltar que os autores ndo atribuiram a
fluorescéncia violeta a reflexdo da lampada UV. Sendo assim, amostras com a

cor de violeta foram consideradas fluorescentes.*®

Em 1988, Dyer*® publicou um trabalho onde investigou a fluorescéncia de
arvores nativas da Africa do Sul. Foram avaliadas 179 espécies representando
108 géneros e 46 familias. No procedimento realizado a superficie que foi

colocada sob a luz UV deveria estar fresca (como anteriormente) e as amostras
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foram classificadas como fluorescentes e nado fluorescentes. As cores de
fluorescéncia observadas nas amostras foram amarelo, verde, roxo, laranja e
azul. Todas as espécies analisadas apresentaram fluorescéncia. Testes com
extrato em &gua e etanol também foram realizados de acordo com o
procedimento proposto pela IAWA'. As cores de fluorescéncia observadas em
extratos aquosos e alcodlicos foram azul, verde, amarela e roxa. O autor
concluiu que a fluorescéncia provou ser valida para auxiliar no processo de

identificacdo das espécies de madeira.®

Miller" observou cerca de 50.000 espécimes da colecdo de madeira do
Laboratério de Produtos Florestais de Wisconsin sob uma luz UV em camara
escura. Além de seguir o procedimento que a IAWA'" determina, o autor usou
espécimes que foram cortadas, lixadas ou raspadas para expor uma superficie
fresca. As observacdes aconteceram em uma sala fracamente iluminada e
varias pessoas, apos olharem os espécimes fluorescentes, foram questionadas
a respeito da cor e da intensidade emitida. Todos esses cuidados foram
utilizados a fim de tentar diminuir a subjetividade das observacbes. Nesse
trabalho fluorescéncia foi classificada como muito forte ou muito brilhante, forte
ou positiva e fraca. A fluorescéncia amarelada, com tons de verde ou
esverdeada € considerada fluorescéncia normal. A fluorescéncia azulada ou
arroxeada nao foi entendida como fluorescéncia, e sim como a reflexdo da luz

UV a partir da superficie da madeira.’

Miller et al. cita um exemplo de como a fluorescéncia pode ser Util para
diminuir davidas no processo de identificacdo de madeiras. O autor compara
duas espécies da América do Norte que possuem visualmente uma grande
semelhanca. As espécies Robinia pseudoacacia (“black locust”) e as espécies
Morus alba e Morus rubra (“white” e “red mulberry” respectivamente) sdo muito
parecidas a olho nu, mas medindo a fluorescéncia, nota-se que a “black locust”
tem uma fluorescéncia amarela brilhante e as “mulberries” ndo séo

fluorescentes.’

Guzman et al.® analisaram 579 amostras de madeira do México atribuidos a
92 géneros e pertencentes a 40 familias. Novamente a analise seguiu o0s

padrdes da IAWA!Y com pequenas modificacbes. Neste estudo, foram
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analisadas diferentes faces de uma mesma amostra (face transversal e faces
longitudinais). As amostras foram classificadas como fluorescentes e néo
fluorescentes. Foram estudados também os extratos em agua e etanol. A
fluorescéncia variou principalmente em tons de azul e verde e mais raramente
amarelo e laranja. Os autores afirmam que a fluorescéncia pode ajudar a
resolver problemas relacionados a discriminacdo de madeiras com aparéncia
similar e que a maioria dos laboratérios de anatomia utilizam esta técnica, mas

os resultados s&o raramente publicados.®

No trabalho desenvolvido por Teixeira® foram analisadas amostras de
madeira de duas fontes: parte das amostras foi cedida por uma madeireira de
Campo Grande (RJ) e a outra parte foi fornecida pela xiloteca do Laboratério
de Anatomia e Qualidade da Madeira do Departamento de Produtos Florestais
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Foram utilizadas 4 replicatas
(amostras diferentes da mesma espécie) para proporcionar mais confiabilidade
aos resultados. Todas as amostras foram expostas a radiacdo UV com
comprimento de onda de 365 nm em uma camara escura. As superficies foram
recem raspadas antes de serem colocadas sob a radiacdo. A fluorescéncia
observada variou de esverdeada para amarelada. A autora considera a

fluorescéncia violeta.®

Em seu trabalho, Teixeira® apresenta uma tabela contendo o nome
cientifico, o nome popular, a familia, a cor da fluorescéncia emitida e a
intensidade da fluorescéncia (forte e fraco). A autora também destaca que a
fluorescéncia pode ser afetada por diversos fatores tais como exposicao a altas

temperaturas, exposi¢cao a condices ambientais extremas, dentre outros.

Pode-se considerar que existam diversas espécies comuns nos trabalhos
de todos os autores citados anteriormente e que provavelmente a
caracterizacdo da cor ou intensidade da fluorescéncia seja diferente. Essa
incerteza se deve a interpretacdo do que é ou nao fluorescente ser subjetiva e
determinante para a caracterizagdo. Outros fatores também podem influenciar
nessas diferencas tais como a disponibilidade de espécimes nas colecfes, a
fonte de radiacdo UV utilizada, a identificacéo errada de determinada espécie,

mudancas taxonémicas de nome, dentre outros.
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Além de técnicas que utilizam as lampadas UV, existem diversas técnicas
Oticas baseadas, como a espectroscopia na regido do infravermelho, que véem
sendo largamente utilizadas para estudos da identificacdo dos constituintes da
madeira, identificacdo de madeira degradada ou n&do, dentre outros.*®
Considerando que a espectroscopia de fluorescéncia possui alta sensibilidade,
esta pode ser utilizada eficientemente para a determinagdo de pequenas
quantidades de substancias quimicas.”® Além disso, a utilizagdo de um
equipamento, possibilita uma medida da intensidade de emissdo livre de
observacdes subjetivas. A seguir sdo apresentados alguns trabalhos que
utilizam espectrofluorimetros para a analise da madeira em suas diferentes

formas: sélida (lascas), em p6 ou extratos.

Pandey et al.* realizaram um estudo com blocos sélidos de madeira, pé e
extrato em metanol de algumas espécies coletadas no Instituto de Ciéncia e
Tecnologia da Madeira, na india. O p6 foi prensado entre dois pratos de
quartzo para que fosse feita a analise e os extratos foram preparados com a
adicdo do pé em metanol seguido por aquecimento lento, resfriamento a
temperatura ambiente, filtracdo e posterior leitura. Foram obtidos varios
espectros de diferentes espécies. Os autores indicam no artigo que o0s
espectros em lascas e em po apresentam 0 mesmo comportamento, mas 0s
espectros das lascas de madeira ndo foram apresentados no trabalho para
comparagao. Com um Agx de 375 nm, o espectro de emisséo obtido apresentou
dois maximos, um em 440 nm e o outro em 540 nm. Considerando que os
extrativos sdo apenas uma pequena parte da madeira, estas bandas foram
atribuidos pelos autores, respectivamente, como a celulose e lignina. Os
autores ainda indicam que os espectros obtidos em lascas de madeira e em p6
nao mostram dependéncia em relacdo ao comprimento de onda de excitacéo.
Contudo néo especificam se essa dependéncia se refere apenas ao perfil

espectral ou ao perfil espectral e a intensidade.*

Em seu trabalho, Djikanovi et al. utilizaram trés variedades de lignina:
lignina obtida das espécies de alamo - Populus tremuloides e abeto - Picea
abies (L.) e um modelo de lignina DHP (dehydrogenative polymer) sintetizada

por eles.'
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Nesse estudo, os autores obtiveram espectros semelhantes ao trabalho de
Pandey et al.*, mas atribuiram as duas bandas observadas a lignina (390 e 430
nm), diferentemente de Pandey et al.’

De acordo com o que foi citado anteriormente, as polpas de celulose
tendem a ter espectros de fluorescéncia caracteristicos parecidos com os da
madeira, sendo estes sinais atribuidos a lignina e celulose. Em um trabalho
realizado por Olmstead e Gray'?, usando suas fontes de celulose (polpa de
celulose de madeira, algoddo, bactéria e alga), os autores apresentam
resultados relacionados a fluorescéncia da celulose. Em um comprimento de
onda de excitacdo de 320 nm, as amostras geraram um espectro de emissao

caracteristico com um maximo em 420 nm e um ombro em 390 nm.*?

Diversos métodos podem ser utilizados para a analise e caracterizacéo da
madeira. Dependendo do objetivo podem ser empregados métodos destrutivos
onde a madeira € triturada, extraida, dissolvida, etc., sendo que esse tipo de
preparo varia em funcdo do componente ou caracteristica que se deseja
determinar. Além disso, podem ser empregados métodos ndo destrutivos, tais
como 0s anatdbmicos ou espectroscépicos (infravermelho e fluorescéncia),

ilustrados na Figura 3.

O método anatémico pode ser considerado um método consagrado, pois ja
€ utilizado ha muito tempo e possui resultados consistentes e reconhecidos na
literatura.>>%*>1® Apesar de ser um método muito preciso e eficiente, a
fluorescéncia ndao é comumente utilizada, pois nem todas as madeiras sao
fluorescentes, fazendo com que a fluorescéncia seja classificada como um
método complementar ao anatbmico ou ao infravermelho. Contudo, a
fluorescéncia € um método pouco estudado, sendo necessarias mais
informagdes para uma melhor classificagdo do método como alternativo ou

complementar.
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Padrao Complementar

Anatomia

Alternativo

Figura 3. llustracdo de alguns métodos ndo-destrutivos utilizados para a andlise e

caracterizagdo de madeira.

2.2 ESPECTROMETRIA DE FLUORESCENCIA MOLECULAR

A fluorescéncia pode ser definida como a emissdo de luz a partir de
qualquer estado excitado de uma molécula.” A excitacdo é feita por absorcao
de fétons e as transicBes eletrbnicas ndo envolvem mudanca de spin
eletrbnico. Por isso, os estados excitados possuem tempo de vida curto, sendo
que a fluorescéncia ocorre em comprimentos de onda maiores que os da

radiacdo de excitac&o.?

Uma das caracteristicas mais atrativas dos métodos luminescentes é a sua
inerente sensibilidade, com limites de deteccdo que sao até trés ordens de
magnitude melhores que aqueles encontrados na espectrometria de
absorcdo.”® De fato, para determinadas espécies, sob condicdes controladas,
uma Unica molécula pode ser detectada por espectroscopia de fluorescéncia.’®
Outra vantagem dos meétodos fotoluminescentes € a sua grande faixa linear de
concentracdo, que também é significativamente maior que a dos métodos de
absorcdo. Como os estados excitados sdo suscetiveis a desativacdo pelas

colisdes e outros processos, muitas moléculas ndo apresentam fluorescéncia.
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Devido a esses processos de desativacdo, os métodos luminescentes
quantitativos estdo sujeitos a sérios efeitos de interferéncia. Por isso, as
medidas de luminescéncia sdo frequentemente combinadas com técnicas de

separac&o, como cromatografia e eletroforese.?

A fluorescéncia pode ocorrer em sistemas quimicos gasosos, liquidos e

sélidos que podem ser simples ou complexos.

A Figura 4 mostra um esquema com 0S principais componentes de um
espectrofluorimetro. Inicialmente, uma fonte emite radiacdo em direcdo ao
monocromador de excitagdo. No monocromador, um comprimento de onda de
excitacdo € selecionado e a luminescéncia produzida pela amostra é
direcionada para um segundo monocromador, hormalmente posicionado a 90°
em relacdo a radiacdo incidente. Se o comprimento de onda de excitacao for
fixo e 0 equipamento realizar a varredura em um determinado intervalo de A
(lambida) para a fluorescéncia emitida, € obtido um espectro de emissdo. Um
espectro de emissdao é um grafico de intensidade de emissdo em funcédo do

comprimento de onda de emissao.’

E Monocromador Célula de

Fonte 3 % e
H Excitacao Amostra

FENdas e o

Monocromador
Emissao

Registro [¢——— Amplificador j¢&—— Detector

Figura 4. Esquema do funcionamento de um espectrofluorimetro
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Contudo, alguns instrumentos de fluorescéncia permitem realizar a
varredura dos comprimentos de onda de emissdo em diferentes A de excitacao

gerando ao final uma superficie de fluorescéncia.®

2.2.1 Variaveis que afetam a fluorescéncia

A fluorescéncia € uma técnica muito sensivel e eficaz para analisar os mais
variados tipos de amostras, sendo elas sélidas, em gas ou em solucao.
Entretanto, existem diversas variaveis que afetam a analise de fluorescéncia
que devem ser consideradas, tais como: o tipo de transicdo eletrdnica, a
estrutura da molécula a ser analisada, a temperatura, o solvente, o pH, dentre

outros.

E possivel observar empiricamente que a fluorescéncia € mais comum em
compostos nos quais a transicdo de menor energia € aquela do tipo m »> "
(estado singleto excitado 1, m*) do que em compostos nos quais a transigao de
energia menor € do tipo n - 1 (estado excitado n, 1); isto mostra que a

eficiéncia quantica para transigdes ™ > 1* é maior.®*®

s

E importante ressaltar que a fluorescéncia dificiimente é resultado da
absorcao da radiacéo ultravioleta de comprimentos de onda menores que 250
nm, pois essa radiacdo é muito energética e pode causar desativacdo dos
estados excitados pela pré-dissociacdo ou dissociacdo. Por exemplo, a
radiacdo de 200 nm corresponde a cerca de 140 kcal/mol. A maioria das
moléculas organicas tem pelo menos algumas ligacdes que podem ser

rompidas por energias dessa magnitude.®

A estrutura também influencia na andlise da fluorescéncia. S&o observados
sinais mais intensos em compostos contendo grupos funcionais aromaticos
com transi¢cdes de baixa energia. Compostos que contém estruturas alifaticas e
carbonilas aliciclicas ou estrutura com duplas ligacbes altamente conjugadas
também podem apresentar fluorescéncia, mas em menor nimero que nos

sistemas aromaticos.®

Empiricamente, observa-se que em estruturas rigidas a fluorescéncia é

favorecida. Por exemplo, as eficiéncias quanticas para o fluoreno (estrutura
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mais rigida) e o bifenil (Figura 5) sdo aproximadamente 1,0 e 0,2,
respectivamente, sob condi¢cdes semelhantes de medida, ou seja, o fluoreno é
mais fluorescente, pois quanto maior a eficiéncia quéantica, maior serd a
fluorescéncia. A diferenca no comportamento resulta principalmente do
aumento da rigidez, causado pelo grupo metileno no fluoreno. Muitos exemplos
similares podem ser citados. Uma molécula pouco rigida pode aumentar a
velocidade de converséo interna (passar de um estado singleto a outro estado
singleto), aumentando, consequentemente, a facilidade de desativacdo nao-
radioativa. Uma parte de uma molécula ndo rigida pode sofrer vibracGes de
baixa frequéncia em relacdo as outras partes; esses movimentos explicam

perda de energia.®

(1) (2)

Figura 5. Estruturas de compostos (1) fluoreno e (2) bifenil.?

Com o aumento da temperatura, a frequéncia das colisbes entre as
moléculas aumenta, e consequentemente, € aumentada a probabilidade da
desativacdo por conversao externa (passar de um estado singleto para o

estado fundamental), diminuindo, assim, a fluorescéncia.®*®

O solvente pode influenciar de varias formas. A diminui¢do da viscosidade,
por exemplo, aumenta a facilidade da conversdo externa, causando um
decréscimo da fluorescéncia. Aléem disso, a fluorescéncia de uma molécula
diminui pelo efeito de solventes contendo atomos pesados, ou outros solutos
contendo esses atomos, na sua estrutura, tais como o tetrabrometo de carbono
e iodeto de etila. O efeito é similar aquele que ocorre quando 0s atomos
pesados sdo substituidos nos compostos fluorescentes; as interacdes spin-
orbital resultam em um aumento na velocidade de formacao de tripleto e uma

correspondente diminuicdo na fluorescéncia.?*®
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O pH é um fator importante a ser considerado, pois o0 comprimento de onda
e a intensidade de emissdo sao diferentes para formas protonadas,
desprotonadas e neutras. Como resultado das diferencas de energia no estado
fundamental e estados excitados, os espectros de fluorescéncia sdo pH-

dependentes.

Avaliando todos os fatores que influenciam a fluorescéncia, pode-se
concluir que existem varias fontes de interferéncia que influenciam na analise.
Uma das influéncias mais facil de ser observada € o aparecimento de

espalhamentos nos espectros, que € detalhada na proxima secéo.

2.3 ESPALHAMENTOS RAYLEIGH E RAMAN

Sao efeitos causados pelo espalhamento da radiacdo durante a analise.
Quando uma molécula € irradiada, a energia pode ser transmitida, absorvida,
ou espalhada.® *°* No espalhamento, a energia que incide em uma direcdo é
desviada (espalhada) para outras direc6es, havendo a producdo de radiacdo

difusa. Os dois tipos mais comuns e conhecidos sao o Rayleigh e o Raman.

No espalhamento Rayleigh, a radiacdo de moléculas ou agregados de
moléculas pequenas, com tamanhos significativamente menores que o
comprimento de onda da radiacéo, espalha-se. ® A interacédo da molécula com
o féton ndo provoca mudancas nos niveis de energia vibracional e/ou rotacional
da molécula. Assim, as frequéncias da luz incidente e espalhada sdo as
mesmas, por isto o espalhamento Rayleigh é considerado eléstico.”* A
intensidade desse efeito é proporcional ao inverso da quarta poténcia do
comprimento de onda, a dimensdo das particulas que promovem o
espalhamento e ao quadrado da polarizabilidade das particulas. A cor azul do
céu, por exemplo, é causada pelo espalhamento Rayleigh, resultado do alto
espalhamento dos comprimentos de onda menores do espectro visivel.? Devido
a sensibilidade da técnica de fluorescéncia, sdo determinadas moléculas
pequenas até mesmo em baixas concentracdes, sendo assim, a mesma pode

sofrer interferéncias do espalhamento Rayleigh.

O espalhamento Raman é diferente dos outros tipos de espalhamento, pois
parte da radiacdo espalhada sofre alteracdes quantizadas de frequéncia.? O
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efeito Raman pode ser explicado pela colisdo né&o-elastica entre o féton
incidente e a molécula. Tal colisdo muda os niveis das energias vibracional
e/ou rotacional da molécula por um incremento de (+AE). De acordo com a lei
de conservacao de energia, isto significa que as energias dos fotons incidente
e espalhado serédo diferentes, ou Seja Vincidente # Vespahada: S€ @ Molécula
absorve energia, AE € positiva, Vincidente > Vespalhada, €Stas sao linhas Stokes do
espectro. Se a molécula perde energia, AE € negativa, Vincidente < Vespalhadas
linhas anti-Stokes do espectro.’® Em fluorescéncia, temos a influéncia do

Espalhamento Raman Stokes nos espectros.

2.3.1 Origens dos espalhamentos Rayleigh e Raman

A figura 6 ilustra as principais formas de espalhamento. No espalhamento
Raman Stokes a molécula no estado fundamental colide com o foton de
energia hvy, passa para um estado intermediario (ou virtual), que nao precisa
ser um estado estacionario da molécula, e decai em seguida para um estado
vibracionalmente excitado, de energia ev; o foton espalhado, hvg-ev, tera
energia menor do que o incidente. No espalhamento Rayleigh, apés a interacao
do féton com a molécula esta volta ao mesmo nivel de energia inicial e o foton
€ espalhado sem modificacdo de frequéncia (espalhamento elastico). No
espalhamento Raman anti-Stokes o f6ton encontra a molécula j& num estado
excitado e apos a interacdo a molécula decai para o estado fundamental. Esta
diferenca é somada a energia do foton, que é espalhado com energia

hvo+ev. 1920

Considerando que a populacao dos estados excitados segue a distribuicdo
de Boltzmann, deve-se esperar menor intensidade para as bandas anti-Stokes
do que para as bandas Stokes.'® Além disso, o espalhamento Rayleigh tem
uma probabilidade de ocorréncia consideravelmente maior do que o
espalhamento Raman pois o evento mais provavel é a transferéncia de energia
para moléculas do estado fundamental e reemisado pelo retorno destas
moléculas a este mesmo estado. Finalmente, deve ser notado que a razao
entre as intensidades anti-Stokes e Stokes aumenta com a temperatura porque
uma maior fragdo das moléculas encontra-se, sob estas condi¢des, no primeiro

estado excitado vibracional.®
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Figura 6. llustracdo dos mecanismos de espalhamento (a) Stokes; (b)
Rayleigh; (c) Anti-Stokes.**

2.4 Resolucao de Curvas Multivariadas (MCR)

O método de resolugcdo de curvas multivariadas (MCR, do inglés
“Multivariate Curve Resolution”) € uma metodologia generalizada para a analise
de dados que pode ser aplicada na deconvolucdo de sinais organizados na

forma de uma matriz.?*

O MCR tem demonstrado ser uma ferramenta importante na investigacao
de varios tipos de sistemas quimicos para fins qualitativos® e quantitativos®>?*,
tais como em andlises de equilibrios &cido-base, para analises de agua®,
anélises de separacdo de amostras complexas®®, analise para determinacéo de

pesticidas®®, dentre outros.

O modelo utiliza o algoritmo iterativo de minimos quadrados alternantes
(ALS, do inglés “Alternating Least Squares”) que € baseado na decomposicéo

bilinear de dados, representado matematicamente pela expressao (1) 224232
26,27,28,29,30,31.

Xi=CS"+E; (1)

sendo X; (m x n) uma matriz de dados de uma amostra “i” com “m” linhas e “n”

colunas, C (m x F) a estimativa dos perfis caracteristicos na dimensdo m para
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os F componentes responsaveis pelos sinais presentes em X;, S (F x n) a
estimativa dos perfis caracteristicos na dimensdo n e E; (m x n) a matriz de
residuos. Para que o MCR possa ser inicializado, € necesséario que se tenham
estimativas para o numero de F componentes presentes na amostra e para 0s
valores de C ou de S. Essas estimativas podem ser obtidas por meio de
diversos métodos, sendo um dos mais comuns a estimativa pelo método

iterativo de pureza de variaveis descrito por Windig e Guilment.*

Uma vantagem do MCR em relacdo a outros métodos de deconvolugéo
descritos na literatura é que ele pode ser aplicado na analise tanto um conjunto
de dados formado por varias matrizes, cada uma obtida para uma amostra
diferente, quanto na deconvolu¢cdo uma Unica amostra (Figura 7). Isto ocorre,
pois este modelo é baseado na decomposicdo bilinear dos dados. Quando o
MCR é aplicado para a mais de uma amostra simultaneamente, as matrizes
sao dispostas uma “em cima” da outra ou uma “ao lado” da outra, dependendo

do objetivo da andlise e se as estimativas iniciais séo relacionadas a C ou a
S 27,33

A Figura 7 mostra 0 modo como as analises por MCR séo realizadas. Na
figura 7(A) temos uma matriz X que, apos a aplicacdo do MCR, gera seus
espectros puros de emissdo (C), de excitacdo (S') e uma matriz de residuos
(gerada pela diferenca de X e C e S"). Na Figura 7 (B) temos a representacao
da disposicdo da matriz X utilizando mais de uma amostra. Nesse caso, 0s
espectros de excitacdo (S') sdo estimados e mantidos fixos para cada amostra
e as estimativas dos espectros de emissao (C) sdo estimadas para as trés

amostras individualmente.

35



t(min)

A(nm) |I ]
+ E

LR L

(B)

Figura 7. llustracdo do modo em que as andlises por MCR séo realizadas (A)

com uma amostra (B) com mais de uma amostra.

A Figura 8 ilustra as etapas utilizadas pelo modelo matematico. Para
analisar uma matriz de dados por MCR, deve-se ter inicialmente uma
estimativa do numero de componentes. Esta estimativa é feita utilizando
decomposicdo em valores singulares (SVD, do inglés “Singular Value
Decomposition”), analise de componentes principais (PCA, do inglés “Principal
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Component Analysis”), conhecimento prévio da amostra ou analise dos
residuos deixados pelo modelo. No caso da andlise de residuos, por exemplo,
aplica-se o MCR e avalia-se se a matriz de residuos possui intensidades baixar
e apenas ruido aleatoério, ou seja, se 0 MCR modelou adequadamente a matriz.
Com a definicdo dos componentes, utiliza-se as estimativas iniciais desses
componentes, obtidas pelo método de pureza de variaveis, e o0 MCR realiza a
otimizacdo pelo algoritmo ALS e, por fim, sdo gerados os resultados da

deconvolucéao.

SVD, PCA,
X # Conhf_-climento Otimizaq;&o Imposigéo de

prévio ou .
analise dos ALS restricoes
residuos

l_'_l

Estimativa do
ndmero de
componentes

Matriz
de dados

i

Estimativas
dos perfis

espectrais E
T +
S Matriz

de
residuos

Estimativa das
intensidades
relativas

(@

Figura 8. Representacdo grafica dos passos utilizados pelo modelo
matematico para a analise com MCR.

Deve-se destacar que em consequéncia da decomposicao bilinear dos
dados o MCR possui um problema de ambiguidade, ou seja, mais de um
conjunto de perfis caracteristicos que apresentam um mesmo ajuste de dados
podem ser obtidos. Isto pode ser observado matematicamente através da

express&o.”®33

cs'=czzisT

onde Z é qualquer matriz ndo singular de dimenséo (F,F), as matrizes CZ e Z
'ST representam outro conjunto de perfis nas dimensées m e n, mas que

apresentam exatamente o mesmo ajuste de dados obtido com C e S'. Para
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minimizar esta limitacdo do MCR, € necessario utilizar restricdes.
negatividade, seletividade, normalizacao, trilinearidade e outras, dependendo
da quantidade de matrizes utilizadas.?®**° Estas restricdes podem ser ativadas e
desativadas, aplicadas separadamente ou juntas, dependendo do sistema

quimico presente ou dos dados utilizados.?*

Neste trabalho a Unica restricdo utilizada foi a de ndo negatividade, a fim de
evitar que os espectros gerados a partir da analise com o MCR possuissem

valores negativos.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Obtencéao e caracterizagcao das amostras

As amostras de madeira utilizadas nas analises deste trabalho foram
oferecidas pela Xiloteca Dr. Harry van der Slooten do Laboratorio de Produtos
Florestais (LPF) do Servigco Florestal Brasileiro (SFB) e pela xiloteca do Forest

Products Laboratory do American Forest Service (USDA).

Foram selecionadas amostras de 16 espécies diferentes (tabela 3), sendo
cinco pertencentes ao género Couratari, duas do género Amburana, duas do
género Parkia e as outras sete escolhidas por possuirem elevada
fluorescéncia. A identificacdo de cada espécie foi realizada pelos anatomistas
Dra. Vera Coradin e M.Sc. José Arlete Camargo (LPF/SFB) e Dr. Alex
Widenhoeft (FPL/USDA), responsaveis pelas xilotecas.

Considerando que existem poucos estudos sobre fluorescéncia em
madeira e a mesma € um material complexo e heterogéneo, é necessario
avalia-la de diferentes formas. Por essa razdo, as espécies foram analisadas
em trés diferentes formas: corpos de prova (cubos de madeira de dimensdes

2x2x2 cm aproximadamente), em forma de serragem e em forma de extrato.
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Tabela 3. InformagGes sobre os nomes cientificos e nomes populares das amostras

estudadas
Cédigp _da Nome cientifico Nome popular
Espécie
1 Caryocar glabrum Aubl. Piquiarana
2 Parkia pendula Benth Faveira
3 Parkia multijuga (Willd.) Benth. ex Walp. Faveira
4 Dinizia excelsa Ducke Angelim vermelho
5 Vochysia maxima Ducke Quaruba
6 Euxylophora paraensis Huber Pau amarelo
7 Ocotea fragrantissima Ducke Louro-preto
8 Hymenolobium pulcherrimum Ducke Angelim-pedra
9 Couratari multiflora (Sm.) Eyma Tauari
10 Couratari stellata A.C.Sm. Tauari
11 Couratari macrosperma A.C.Sm. Pedrao
12 Couratari oblongifolia Ducke & Kunth Tauari-amarelo
13 Couratari guianensis Aubl. Abric6-de-macaco
14 Amburana acreana (Ducke) A.C.Sm. Cerejeira
15 Amburana cearensis (Allemé&o) A.C.Sm Cerejeira
16 Rhus typhina Lineo Fusteté

3.2 Preparo das amostras

- Madeira em corpos de prova

Foram selecionados pedacos de cunha médio de madeira de cada espécie
citada anteriormente na xiloteca do LPF. De cada pedaco foi retirado um corpo
de prova de 2x2x2 cm.

- Serragem

Com os pedagos de madeira que ndo foram utilizados na confeccdo dos
corpos de prova foi produzida a serragem de cada espécie. Nao foi possivel
utilizar o moinho de facas, pois 0 mesmo produz serragem com alta
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granulometria. Por isso, um ralador de aco inoxidavel foi usado para a
producdo da serragem. ApoOs este processo, a serragem obtida foi peneirada
sendo que a porcdo de serragem gue passou na peneira de 40 mesh e ficou
retida na peneira de 60 mesh foi utilizada para as analises. Através desse
procedimento foi produzida uma quantidade de serragem suficiente para
realizar as analises como “pd” e como extrato utilizando os acessoérios e

equipamentos descritos a seguir.
- Extrato

Foram utilizados trés solventes para a obtencdo dos extratos:
diclorometano, etanol e agua destilada tamponada com tampao fosfato. Foi
preparada 1L de uma solucédo tampao 0,02 M de fosfato de sodio dibassico a
partir de uma solucéo tampédo de concentracdo 0,2 M. O pH foi ajustado com
solucbes de NaOH e acido fosférico com concentracdo desconhecida
(provavelmente 0,01 M) gerando um pH 7,0.

Foram pesados 0,059 de serragem de cada espécie (Figura 9A). A
serragem pesada foi transferida para um tubo de ensaio e em seguida foram
adicionados 5 ml do solvente (figura 9B). O solvente ficou em contato com a
amostra por 15 minutos (Figura 9C), com agitacdo manual de 5 em 5 minutos.
Depois de passados os quinze minutos, os tubos de ensaio foram colocados
em uma centrifuga por 10 minutos (Figura 9D). O extrato foi separado por
decantacdo em outro tubo de ensaio (Figura 9E). Por fim, o extrato obtido foi

analisado no espectrofluorimetro a uma temperatura de 23°C.
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Figura 9. Esquema que retrata o procedimento de extracdo

3.3 Anadlise por fluorescéncia

Fotografias dos equipamentos utilizados na analise por fluorescéncia sédo
apresentadas na figura 10. O gabinete de fluorescéncia foi usado para a
observagdo da fluorescéncia visual dos corpos de prova. A faixa de
comprimento de onda emitida pela lampada ultravioleta (SANKIO DENKI, 15 w)

presente neste equipamento é de 315 a 400 nm.
43



O espectrofluorimetro Cary Eclipse da marca Varian foi utilizado para a
andlise da madeira nas suas trés formas (corpos-de-prova, serragem e
extrato). Este equipamento possui acessoOrios que propiciam andlises de

amostras solidas, em forma de po6 e em solucéo.

(A) (B)

Figura 10. Equipamentos utilizados no trabalho (A) Espectrofluorimetro Varian (B)

Gabinete de Fluorescéncia Prodicil.

Foram realizados experimentos utilizando trés faixas de comprimentos de
onda de excitagdo. Uma mais ampla de 200 a 550 nm e as outras duas de 200
a 230nm e de 350 a 550 nm. Para os comprimentos de onda de emissao,

foram utilizadas duas faixas: de 210 a 700 nm e de 360 a 660 nm.

Em cada um dos intervalos dos comprimentos de onda descritos acima, foi
realizada uma medida de referéncia (dark), obstruindo a fonte de luz do
equipamento. Essa medida representa o nivel de ruido instrumental do
equipamento e foi utilizado como referéncia para as deconvolu¢des no MCR. E
importante ressaltar que durante as analises a sala foi mantida em temperatura
fixa de 23°C.

Considerando as diferencas de forma da madeira (corpos de prova,
serragem e extrato), foi necessario utilizar acessorios diferentes para cada

forma de apresentacédo das amostras.

Para a analise inicial e definicho de parametros foram utilizadas 10 espécies
diferentes de madeira para verificar a influéncia das faces de orientacdo de
corte na obtencdo das medidas de fluorescéncia. As espécies escolhidas foram
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as seguintes: Couratari oblongifolia, Couratari guianensis, Couratari multiflora,
Couratari macrosperma, Couratari stellata, Amburana acreana, Amburana
cearensis, Ocotea fragrantissima, Dinizia excelsa e Euxylophora paraensis.
Trés destas espécies (Ocotea fragrantissima, Dinizia excelsa e Amburana
Acreana) foram usadas para testar a influéncia da utilizacdo de lixas para
madeira na intensidade de fluorescéncia. As medidas foram realizadas antes e
depois de lixar as trés diferentes faces de orientacdo de corte das amostras
(tangencial, radial e transversal) com lixas de papel de grédo 400 (lixa fina) e

grao 150 (lixa grossa).

Os espectros de excitacdo e emissao foram obtidos através de varreduras
de 200 a 550 nm e 210 a 700 nm, respectivamente. Padrdes de lignina (lignina
alcalina e lignina organosolv) e celulose em pé (Aldrich Chemical Co.) também

foram analisados.

3.3.1 Acessorio para analise de solido

- Madeira em corpos de prova

Para a analise, foi necessario que os anatomistas do LPF identificassem
cada face de orientacdo de corte diferente da madeira (transversal, tangencial
e radial). Apés a identificacdo, foram feitas analises preliminares com cada uma
das faces de trés diferentes formas: sem lixar, lixando apenas com a lixa

grossa (grao 150) e lixando com a grossa e posteriormente a fina (gréo 400).

Esse procedimento foi utilizado como teste preliminar para confirmar qual
seria a condicAo em que seriam obtidas as maiores intensidades de

fluorescéncia.

A figura 11 mostra o acessorio utilizado para a andlise do material lixado.
Neste acessorio existem regulagens de altura, angulo e distancia, sendo que a
madeira fica presa no centro do mesmo. Todas as regulagens foram otimizadas
utilizando um planejamento fatorial 3%, procurando obter os maiores valores de

intensidade de fluorescéncia.
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Figura 11. Acessério para analise dor corpos de prova (1) regulagem de

distancia; (2) regulagem do angulo e (3) regulagem de altura.
- Madeira em forma de serragem

Como a serragem ja se encontra pronta para a analise, nao foi necessario

fazer mais nenhum procedimento anterior a andlise.

No acessorio utilizado para analisar a serragem, foram utilizadas as
mesmas regulagens usadas nos corpos de prova. A figura 12 mostra como a

serragem fica alocada no acessorio para a analise.

A Figura 12(1) apresenta as partes que compdem o acessorio de analise
em “pd”. No pequeno acessorio (a) a serragem € colocada. Posteriormente, (a)
€ encaixado em (b), gerando a foto da Figura 12(2). Por fim, (a) e (b) séo
prensados por (c) e encaixados na estrutura do acessorio, gerando a foto da
Figura 12(3). A Figura 12(4) mostra o0 acessOrio encaixado no

espectrofluorimentro.
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Figura 12. Acessorio para andlise da serragem. (1) partes que compdem o acessorio
(@), (b) e (c); (2) juncdo das partes (a) e (b); (3) acessorio montado e (4) acessorio

encaixado no equipamento.

3.3.2 Acessorio para analise de extrato

Para a andalise do extrato o acessorio utilizado foi 0 mais comum para
medidas de fluorescéncia, ilustrado na figura 13. Foi utilizada uma cubeta de
quartzo com 1 cm de caminho Optico para colocar o extrato. Quando houve
mudanca de extrato, a cubeta foi lavada com &agua destilada no caso dos
solventes etanol e A&gua. Quando o0s extratos foram preparados em

diclorometano, esse mesmo solvente foi utilizado para a lavagem da cubeta.
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Figura 13. Acessorio empregado para andlise de extratos

3.4 Analise de dados

Com o objetivo de facilitar a analise de um grupo muito grande de dados,
0s mesmos foram exportados para o programa Matlab. Este programa permite
utilizar o MCR para a andlise dos dados. Esta anélise sera abordada com mais

detalhes nos topicos abaixo.

3.4.1 Analise dos dados de fluorescéncia em corpos de prova e

em serragem utilizando MCR

Cada amostra foi analisada separadamente através do MCR e a partir dos
perfis espectrais estimados, as amostras similares foram agrupadas. Por fim,
os grupos ficaram divididos de acordo com as cores de fluorescéncia
observadas ou de acordo com o género da espécie de madeira e cada grupo

foi analisado utilizando MCR.

Foi imposta a restricAo de n&o negatividade para ambas as dimensdes

espectral e de concentracdo para evitar que 0s espectros gerados possuissem
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valores negativos. Além disso, as estimativas iniciais para a execu¢ao do MCR

foram obtidas diretamente pela interface grafica do PLS Toolbox.

O numero de fatores em cada situacdo em que o MCR foi executado foi
estabelecido observando a matriz de residuos do modelo, sendo que esta
matriz de residuos deveria apresentar uma baixa intensidade e comportamento
a principio aleatorio, com excecdo dos espalhamentos eventualmente

presentes.

As amostras que ndo se encaixavam em nenhum grupo ou que possuiam
espectros muito distintos foram analisadas separadamente. Em todos 0os casos
0 branco (matriz contendo a estimativa do ruido instrumental) foi utilizado para

os calculos.

3.4.2 Analise dos dados de fluorescéncia em extrato utilizando
MCR

Foram escolhidas 6 amostras de espécies diferentes de madeira, dentre as
16 estudadas, e cada uma foi extraida com trés solventes diferentes (dgua,
diclorometano e etanol). Cada amostra foi analisada separadamente com MCR.

A restricdo de ndo negatividade para ambas as dimensdes espectral e de
concentracdo também foi imposta. Além disso, as estimativas iniciais para a
execucdo do MCR foram obtidas diretamente pela interface grafica do software
PLS Toolbox (verséo 6.5).

O numero de fatores em cada situacdo em que o MCR foi executado foi
estabelecido observando a matriz de residuos do modelo, e esta matriz deveria
apresentar uma baixa intensidade e comportamento a principio aleatério. O

branco foi utilizado para todas as analises.

3.4.3 Andlise dos dados de fluorescéncia em madeira para a

estimativa da cor utilizando analise RGB

Possuindo os resultados experimentais ja analisados com o MCR (figura

14A), para estimar a cor de fluorescéncia, foi utilizada a analise RGB. Esta
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analise considera a propor¢ao das cores vermelho, verde e azul para mensurar

a cor.

Primeiramente os espectros de emissédo obtidos foram somados, gerando
um unico espectro (figura 14B). Correlacionando este espectro resultante da
soma com O espectro eletromagnético sdo obtidos resultados como os
ilustrados nas figuras 14C E 14D. Estes dois espectros retratam oS mesmos
resultados, mas de maneiras diferentes. A figura 14C, mostra o quanto cada
componente RGB esta presente de acordo com o espectro, enquanto que a
figura 14D mostra o espectro da soma colorido com as respectivas cores do
espectro eletromagnético para cada comprimento de onda. A soma dessas

cores gera a cor resultante (figura 14E)
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Figura 14. Esquema de como foi realizada a estimativa da cor através dos

resultados experimentais
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Resultados e Discussao

51



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo da preparacdo da superficie da madeira e da
influéncia das faces de corte para a obtencédo das medidas

de fluorescéncia

A figura 15 mostra a superficie de fluorescéncia obtida através de uma
varredura nos espectros de emissao (210 a 700 nm) e excitagdo (200 a 550
nm) para a espéecie Euxylophora paraensis. As curvas de nivel, retratadas em
tons de azul, representam a fluorescéncia da amostra e a faixa vermelha é o
espalhamento. Foi possivel perceber que existe uma parte do espectro (parte
destacada em vermelho) onde ndo ha nenhum sinal de emisséo (entre 235 e
345 nm). Verificou-se assim, que nessa faixa de comprimento de onda a

madeira nédo fluoresce (Figura 16).

Regidao mais energética Regiao menos energética
(ultravioleta) (visivel)

700 T ‘
650 —

600
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300
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200 250 300 350 400 450 500 550
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Figura 15. Varredura nos espectros de emissdo e excita¢do utilizando as regides de

excitacdo e de emissdo 200-550 nm e 210-700 nm, respectivamente.
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Figura 16. Intervalo de excitacdo entre 230-550 nm onde a madeira possui baixa ou

nenhuma fluorescéncia

As duas regides independentes observadas no espectro de excitacdo estao
localizadas em intervalos diferentes do espectro eletromagnético. Uma se
encontra com excitacdo no inicio do ultravioleta, entre 200 e 230 nm (regido
mais energética) e outra que possui excitacdo no final do ultravioleta e inicio da
regido do visivel, entre 350 e 550 nm (regido menos energética). Apds a
constatacdo da existéncia de duas regibes, as andlises foram realizadas
utilizando estas regides distintas, otimizando, assim, o tempo da aquisicao dos
dados. A andlise dos resultados de cada regido especifica serd detalhada

posteriormente.

Na figura 17 esta ilustrado o intervalo da regido menos energética do
espectro, utilizando excitacao entre 350 e 550 nm e emissao entre 360 a 660
nm. As faixas com comportamento linear em diagonal que aparecem na figura
sao os espalhamentos Rayleigh e Raman. Cabe ressaltar que a intensidade de
ambos espalhamentos varia com os comprimentos de onda de excitacdo e de
emissao.
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Figura 17. Espectros em curvas de nivel da regido menos energética da espécie

Couratari multiflora sem corre¢éo do espalhamento

Considerando que a regido apresentada na figura 17 ainda € muito ampla,
foi necessario diminui-la para a analise dos dados com MCR. Para definir a
melhor regido, foram realizados testes com cortes diferentes e o corte em que
o MCR modelou a matriz de forma mais completa, com maiores sinais e menor
espalhamento, foi escolhido para a analise de todas as espécies estudadas.
Por isto, foram utilizados os intervalos de excitacdo e de emisséo de 370 a 488
nm e 478 a 598 nm, respectivamente.

Na figura 18, a seguir, sdo mostrados espectros da regido menos
energética (A) com correcdo dos espalhamentos e (B) sem a correcdo dos
espalhamentos Rayleigh e Raman, onde se percebe que, apds a retirada dos

espalhamentos, os sinais de fluorescéncia ficam muito mais nitidos.

54



Intensidade Intensidade

900
800
700
1600
500
400
300
200
100

380 400 420 440 460 480 420 440
Excitagdo (nm) (A) Excitagdo (nm) (B)

(4]
D
o

(nm)

missao

w

Emissao (nm)
[4,]

Figura 18. Espectros da regido menos energética da amostra Couratari multiflora: (A)
sem correcdo dos espalhamentos Rayleigh e Raman e (B com correcdo do
espalhamento.

Na regido mais energética, a influéncia do espalhamento Rayleigh também
€ observada, conforme apresentado na figura 19, por isso também foram

necessarias correcdes nos espectros.
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Figura 19. Espectro 3D de fluorescéncia para a regido mais energética da amostra
Couratari multiflora
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As andlises dos padrdes de lignina e celulose revelaram que estes
compostos fluorescem nas duas regides (ultravioleta e visivel). Entretanto, o
espectro caracteristico de ambas é percebido na regido mais energética do

espectro, entre 200 e 230 nm, como apresentado na figura 20.

Foi observado que os padrbes de lignina e celulose ddo origem a um
espectro muito similar quando excitados entre 200 e 230 nm. Em todas as
espécies de madeira estudadas, quando excitada nas mesmas condi¢des, d&
origem a espectros com praticamente as mesmas bandas, o que indica que
apenas a celulose e a lignina fluorescem nessa regido. O mesmo
comportamento foi encontrado para todas as outras espécies estudadas. A
figura 20 demonstra a similaridade dos perfis espectrais de emissédo na regido
do ultravioleta dos padrbes de lignina e celulose e da espécie Ocotea

Fragrantissima.

Além disso, nota-se na Figura 20 que os corpos de prova lixados com as
lixas de grdo 400 possuem intensidade mais alta em comparacdo com as
amostras nao lixadas ou lixadas apenas com a lixa grossa (grdo 150). Uma
possivel explicacdo para essa observacdo € que a superficie lixada apenas
com a lixa grossa se apresenta mais irregular,podendo gerar perdas por
reflexdo e, consequentemente, diminuicdo da intensidade de fluorescéncia. E
importante destacar que o espectro era imediatamente obtido apés lixar a face

da madeira.
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Figura 20. Espectro de emisséo da lignina (=), da celulose (=) e da espécie Ocotea

fragrantissima (==,—,~) na regido mais energética com excitacao de 218 nm.

A figura 21(A) mostra os resultados obtidos para a regido menos energética
de trés espécies distintas nas trés faces ou sentidos de crescimento da
madeira. Pode-se observar que a face radial apresentou maiores intensidades
do que a face tangencial e transversal para a maioria das espécies estudadas.
Esta observacao pode ser explicada devido a orientacdo do raio em cada corte
da madeira. Os extrativos estdo concentrados nas células parenquiméaticas do

raio.

A figura 21 (B) retrata os resultados para a regido mais energética para as
trés espécies nas diferentes faces (transversal, tangencial e radial). A
intensidade dos espectros nessa regiao também foi maior na face radial, mas é
mais dificil de ser notada pois as intensidades dos espectros sdo mais

préoximas.
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Figura 21. Espectros de emisséo relacionados a regido menos energética (A) e mais
energética (B), excitado em 380 nm e 218 nm, respectivamente, de trés espécies: (=)

Ocotea fragrantissima, (----) Amburana acreana e (—) Dinizia excelsea.
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As trés orientacbes de corte da madeira da espécie Roupala montana
serdo ilustradas a seguir. Essa espécie foi tomada como exemplo por possuir
um desenho que torna as diferencas entre as faces bem evidentes, apesar de
nao ter sido utilizada neste estudo. Quando a analise é realizada na face
transversal tem-se uma visdo superior dos raios. Os raios sao as ‘linhas” na
madeira indicadas por setas na Figura 22. Assim, o feixe de luz da analise
interage com 0s extrativos presentes nos raios expostos na superficie da
madeira, mas como estes possuem uma espessura pequena, a intensidade

nao é tao grande.

Na face tangencial, a visdo € de um corte perpendicular em relacdo ao
comprimento do raio, ou seja, observa-se apenas um orificio (Figura 23).
Sendo assim, poucas moléculas de extrativos estardo expostas, pois a
superficie de contato com o feixe de luz da analise é ainda menor do que na

face transversal.

Na face radial, a visdo é de um corte lateral do raio, sendo, assim, a face
que possui maior probabilidade do feixe de luz interagir com um maior nimero
de moléculas de extrativos presentes na superficie da amostra, e,

consequentemente, gera um sinal fluorescente maior (Figura 24).

Figura 22. Vista parcial da face transversal da espécie Roupala montana
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Figura 23. Vista parcial da face tangencial da espécie Roupala montana

Figura 24. Vista parcial da face radial da espécie Roupala montana

Apesar de todas as diferencas existentes entre as amostras e de algumas
delas ndo serem fluorescente a olho nu na camara, todas apresentaram
fluorescéncia conforme os resultados obtidos no espectrofluorimetro. Uma
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analise mais aprofundada dos diferentes perfis de fluorescéncia sera discutida

posteriormente.

Com base nas evidéncias apresentadas em relagcao ao tipo de lixa e a face
de corte, definiu-se pela utilizacdo das duas lixas, grdo 150 e grédo 400, nesta

ordem, e a face radial para a realizacao das analises.

ApoOs a escolha da melhor face de orientacdo de corte e da melhor
procedimento para lixar as amostras, foi necessario escolher um padrao para
fazer o branco a fim de avaliar a influéncia de fatores alheios a analise na
medida de fluorescéncia, tais como o dia da analise, variagdes no detector do
equipamento, variagdes de temperatura, dentre outros.

E importante considerar que foi dificil encontrar um padrdo que fosse

similar & madeira, que néo fluoresca e que seja estavel.

Os primeiros testes foram realizados com os padrdes de lignina e celulose.
Foi possivel observar que nenhum dos padrdes foi estavel. Dependendo do dia
em que fossem realizadas as analises, 0s espectros da lignina e da celulose

variaram consideravelmente.

Além dos padrdes de lignina e celulose foram realizados testes com papel,

mas como este apresenta fluorescéncia, néo foi possivel utiliza-lo.

Duas espécies de madeira, Euxylophora paraensis e Amburana acreana,
foram extraidas em soxhlet com os solventes de forma seguencial: alcool,
alcool/tolueno (1:3 v/v) e 4gua, até toda coloracao ser esgotada com o objetivo
serem usadas como padrao. Depois da extracdo era esperado que o0s sinais de
fluorescéncia diminuissem ou chegassem a zero, ou seja, que os fluoréforos
fossem extraidos. A figura 25 mostra os espectros de emissdo das madeiras
mencionadas ap0s a tentativa de retirar 0os extrativos. Ao observar o0s
espectros, ainda com o espalhamento, nota-se que nao foi possivel esgotar as
madeiras a ponto de nao ser observado qualquer sinal de fluorescéncia, sendo,
assim, impraticavel utilizar qualquer uma como branco. A existéncia de sinais
mesmo apos a extracdo pode ser consequéncia da estrutura rigida da madeira.

Os extrativos encontram-se presos e sao mais dificeis de ser extraidos.
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Figura 25. Espectros de emissdo de 480 a 588 nm de duas espécies de madeira

esgotadas. (A) Euxylophora paraensis e (B) Amburana acreana.

Por fim, optou-se como melhor forma de registrar o “branco ou sinal de

fundo” durante as analises bloqueando o feixe de luz do espectrofluorimetro.

4.2 Andlise da fluorescéncia da madeira em corpos de prova

de diferentes espécies

As madeiras lixadas com grana 400 foram analisadas no
espectrofluorimetro nas duas regides espectrais discutidas na se¢do anterior
(mais e menos energética). Contudo, as diferencas entre as espécies somente

foram observadas na regido menos energética.

A Figura 26 retrata os espectros de todas as 16 madeiras estudadas
excitadas na regido do ultravioleta na regido mais energética (200 a 230 nm),
onde se pode observar que os espectros apresentam o mesmo perfil espectral,
variando apenas na sua intensidade. Considerando que a espécie Ocotea
fragrantissima apresentou o perfil espectral muito similar ao de todas as outras
espécies (figura 26) e que também possui perfil espectral com as mesmas
bandas observadas nos padrdoes de lignina e celulose (figura 20), pode-se
inferir que todas as madeiras estudadas possuem fluorescéncia nessa regiao, e
gue esta pode estar sendo gerada somente pelos constituintes principais da

madeira (celulose e lignina) e n&o por seus extrativos.
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Figura 26. Espectros de emissédo de todas as espécies com excitacdo em 218nm.

Ao contrario da regido mais energética, na regido menos energética €
possivel observar que existem comportamentos distintos entre os espectros de
fluorescéncia de diferentes espécies entre as espécies de madeira estudadas.
A figura 27 mostra a superficie de fluorescéncia em curvas de nivel de trés
diferentes espécies, as quais apresentam 0s principais comportamentos
espectrais observados nas 16 espécies estudadas. O comportamento dos
espectros de emissdo com o aumento do comprimento de onda de excitacdo
foi bem diferente em cada espécie. Além disso, as intensidades observadas

foram muito distintas.

Espectros como os das figuras 27 (A), da Euxylophora paraensis, e 27(B),
da Rhus typina, foram diferentes dos obtidos para a outras espécies estudadas,
pois além de possuirem perfis espectrais mais caracteristicos, apresentaram
grandes intensidades. De forma geral, a maioria das espécies apresentou
espectros como o da figura 27 (C), da espécie Hymenolobium pulcherrimum,
sendo que foram observadas variagbes nas intensidades dos picos de acordo

com a espeécie analisada. Ademais, as espécies que possuiam a mesma cor
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nas observacdes com gabinete de fluorescéncia, mostraram comportamentos
espectrais semelhantes.
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Figura 27. Superficies de fluorescéncia para as espécies (A) Euxylophora paraensis;

(B) Rhus typina; (C) Hymenolobium pulcherrimum, com os espalhamentos corrigidos.

Ao observar similaridades entre as espécies, optou-se por separar as
espécies por familia ou pela cor observada e semelhanca de perfil espectral.
As amostras que ndo se encaixavam em nenhuma das duas formas de
separacdo foram analisadas separadamente. A tabela 4 mostra 0os grupos

formados para a analise com MCR, de acordo com os critérios mencionados.

Conforme discutido anteriormente, os dados de cada amostra foram
analisados separadamente com o MCR e o0s que apresentaram perfis
espectrais préoximos foram agrupados para que fosse realizada uma nova
analise com MCR, agora, organizando em uma mesma matriz de dados mais

de uma amostra.

O grupo 1 foi formado por espécies de um mesmo género e que possuem
a mesma cor de fluorescéncia de acordo com observacfes feitas no gabinete

de fluorescéncia. Os grupos 2 e 3 foram formados por dois géneros distintos
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com espécies que possuem fluorescéncia amarelada ou nenhuma
fluorescéncia observada a olho nu. O grupo 4, foi formado por duas espécies
de géneros diferentes. Contudo, essas espécies apresentaram a mesma cor de
fluorescéncia e geraram espectros similares quando analisadas isoladamente
por MCR.

Tabela 4. Grupos formados para a andlise de fluorescéncia de acordo com o MCR

Fluorescéncia

Nome da Espécie observada Grupo

Parkia pendula e Parkia multijuga Laranja 1

Amburana acreana e Amburana cearenses Amarela ou Nao- 2
fluorescente

Couratari multiflora, Couratari stellata, Amarela ou Nao- 3
Couratari macrosperma, Couratari oblongifolia e fluorescente

Couratari guianensis

Vochysia maxima e Hymenolobium pulcherrimum Laranja 4

Caryocar glabrum Azul 5

Dinizia excelsea Amarela 6

Euxylophora paraenses Amarela 7

Ocotea fragrantissima Amarela 8

Rhus typina Amarela esverdeada 9

Os grupos 5, 6, 7, 8 e 9 foram formados por apenas uma espécie de
madeira. Estas espécies foram analisadas separadamente, pois seu
comportamento espectral mostrou-se muito diferente das demais, ndo se

encaixando, assim, em nenhum grupo.

A figura 28 mostra as superficies de fluorescéncia e os perfis espectrais
estimados pelo MCR para 8 espécies dentre as estudadas. Observou-se que
apenas a madeira da espécie Euxylophora paraensis presente no grafico da
figura 28 (A) possui dois componentes. Constatou-se que esta foi a espécie
gque apresentou o comportamento mais distinto das demais, pois 0s espectros
de emissdo obtidos foram mais intensos e diferentes das outras espécies. As

demais amostras mostradas nessa figura apresentaram trés componentes, e,
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observando os espectros de emissdo, € possivel perceber as diferencas e

similaridades existentes.
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Figura 28. Espectros de curvas de nivel (a direita) e de emissdo (a esquerda) das espécies (A)
Euxylophora paraensis; (B) Dinizia excelsa; (C) Hymenolobium pulcherrimum; (D) Caryocar

glabrum.
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Figura 28. Continuacédo. Espectros de curvas de nivel (a direita) e de emissdo (a
esquerda) das espécies: (E) Amburana acreana; (F) Couratari oblongifolia; (G) Ocotea

fragrantissima e (H) Parkia pendula.

E importante ressaltar que o termo “componente” representa a
fluorescéncia caracterizada por um par de espectros de emissdo e excitacao
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obtidos pelo MCR, sendo que esses espectros caracteristicos sdo gerados por
um grupo fluorescente (fluoroforo) que pode estar presente em um Unico
composto, conjunto de compostos ou classes de compostos presentes na

madeira.

Considerando que cada cor refere-se a um componente distinto, tem-se
que as figuras 28 (C) para o Hymenolobium pulcherrimum, (D) Caryocar
glabrum, (E) Amburana acreana, (F) Couratari oblongifolia, (G) Ocotea
fragrantissima e (H) Parkia pendula apresentaram os mesmos componentes.
As maiores diferencas entre estes espectros foram observadas na regido
proxima a 540 nm, sendo que estas podem ser devido a um erro de
modelagem do MCR causada pela exclusdo da regido de ocorréncia de
espalhamento. Dentre estas espécies, tem-se fluorescéncia com a cor
amarelada fraca (Figura 28 E, F e G), alaranjada (Figura 28 C e H) e azulada
(Figura 28 D). Esta cor observada visualmente pode ser consequéncia da
mistura da cor/intensidade emitida por cada componente. Assim, mesmo
possuindo a principio os mesmos componentes fluorescentes, devido a

proporcdes diferentes podem ser geradas cores distintas.

O espectro de emissdo observado na Figura 28 (B) da Dinizia excelsa
apresentou trés componentes e apenas o0 espectro vermelho foi semelhante
aos espectros expostos da Figura 28 (C) até a Figura 28 (H). Os outros dois
componentes, nas cores roxa e preta, foram diferentes dos demais. Foi
observado que a espécie Dinizia Excelsa possui fluorescéncia amarelada e foi

considerada uma das mais fluorescentes dentre as espécies estudadas.

E importante ressaltar que na maioria das referéncias>>®!>1®

, quando
fluorescéncia azul é observada, a espécie era considerada nao-fluorescente,
pois a fluorescéncia azul foi tida como uma reflexdo da lampada UV do
gabinete de fluorescéncia. Na figura 28 (D) € apresentada a fluorescéncia do
espectro da espécie Caryocar glabrum na regidao do visivel que apresentou
fluorescéncia de cor azul a olho nu, quando observada no gabinete de
fluorescéncia. Assim, pode-se concluir que no caso desta espécie de madeira,
a fluorescéncia ndo pode ser atribuida a reflexdo da lampada UV, ja que na

analise de fluorescéncia com espectrofluorimetro séo  utilizados
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monocromadores dispostos em angulo de 90° que selecionam comprimentos
de onda de emissado especificos, e praticamente eliminam o efeito da reflexdo
da lampada.

A figura 29 mostra os espectros de emissdo ap6s o MCR das cinco
espécies de Courataris (grupo 3). Cada grafico apresentou trés espectros de
emissdo, 0 que indica que cada espécie de madeira apresentou trés
componentes pela melhor estimativa do MCR. Observa-se que 0S espectros
plotados com a mesma cor apresentam grande similaridade, correspondendo,
assim, a um fluoréforo comum a todas as espécies. Portanto pode-se inferir
gue esses espectros presentes em diferentes espécies na figura 29 referem-se
ao mesmo fluoréforo, sendo que a diferenca observada entre eles seria apenas
na intensidade do sinal ou na propor¢cao desses componentes.

Alguns dos espectros representados pela cor azul (figura 28) e pela cor
verde (figura 29) aprsentaram dois maximos, um em torno de 510 nm e outro
em 540 nm. No trabalho de Pandey et al sdo informados dois maximos, um em
440 nm e outro em 540 nm os quais sdo atribuidos a celulose e lignina,
respectivamente.? Sendo assim, pode-se inferir que 0 mesmo componente ou
conjunto de componentes fluoresce na maioria das madeiras estudadas e,
considerando o trabalho de Pandey et al., estes espectros podem ser
atribuidos a lignina. O deslocamento existente no primeiro sinal (de 440 nm
para 510 nm) pode ser atribuido a algum componente que pode estar
interagindo de forma diferente com a lignina, gerando, assim, um sinal

diferente.
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Figura 29. Espectros de emissdo dos trés componentes presentes nas diferentes
espécies do género Couratari, sendo elas (A) Couratari multiflora; (B) Couratari
stellata; (C) Couratari macrosperma; (D) Couratari oblongifolia e (E) Courtari

guianensis.

A figura 30 mostra as superficies de fluorescéncia estimadas por MCR de
duas espécies da familia das Amburanas. Observa-se que a fluorescéncia de
ambas as amostras é muito semelhante. A figura 30 (B) apresentou todas as
regides circuladas com intensidade maior que a figura 30 (A). Isto pode ser
visto considerando a barra de cores, que mostra a intensidade da primeira com
maximo préximo a 200 e a segunda com maximo acima de 200. Observou-se

gue uma das espécies, a A. acreana, é fluorescente a olho nu (Ver Tabela 9) e
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a A. cearensis nao. Isto pode ser confirmado pela intensidade de fluorescéncia

observada entre elas.

Intensidade Intensidade
200

150
150

1100

Emissao (nm)
Emiss&o (nm)

100

380 400 420 440 460 480 380 400 420 440 460 ’(

Excitagao (nm) (A) Excitagao (nm) B)

Figura 30. Superficie de fluorescéncia das espécies de (A) Amburana cearensis e (B)

Amburana acreana

Com o objetivo de analisar a precisdo do método e as principais diferencas
entre as faces (transversal, tangencial e radial), uma amostra da espécie
Euxylophora paraensis foi analisada nas posicdes horizontal e vertical (Figuras
31 A e B, respectivamente), em trés alturas diferentes perfazendo o total de 6

medidas em cada face dos corpos de prova de 2x2x2 cm.

A figura 31 (C) mostra os espectros de emissédo da face radial. Foram
encontrados dois componentes de acordo com o MCR. Os seis primeiros
espectros (trés verdes e trés azuis) sdo referentes a orientacdo horizontal,

enguanto que 0s outros seis sdo 0s obtidos na orientagao vertical.

Na figura 31 (E) sdo apresentados dois componentes na face transversal.
Os primeiros espectros (3 verdes e 3 azuis) da figura 31 (E) sao referentes a
orientacdo horizontal e os outros 6 sao referentes a face vertical.

As figuras 31 (D) e 31 (F) mostram o0s espectros de excitacdo. Como a
espécie era a mesma, apenas com orientacdes diferentes, os espectros

mostraram-se iguais, como ja era esperado.
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Figura 31. OrientacGes horizontal (A) e vertical (B) e espectros de emisséo das faces
(C) radial e (E) transversal da espécie Euxylophora paraensis, sendo 0-3 com a
direcdo da amostra na posicado horizontal e 3-6 na posicdo vertical. Espectros de
excitacdo das faces (D) radial e(F); transversal (==) Componente 1 e (=) Componente
2.

A tabela 5 mostra os resultados encontrados para as intensidades relativas

(R) de cada um dos componentes apresentado na figura 31.

Utilizando os resultados da tabela 5 foi possivel realizar dois testes. O teste
F para avaliar a diferenca entre as variancias dos resultados e o teste t para
avaliar se existe diferenca significativa nas intensidades relativas estimadas

encontradas.

Considerando que o teste t, com 95% de confianga e 4 graus de liberdade,
a diferenca entre as orientagcdes horizontal e vertical foi significativa na face
radial para ambos os componentes. Contudo, a diferenca entre os desvios
padrdes nas orientacdes desta face n&o foi significativa, pelo teste F com 95%

de confianga e 2,2 graus de liberdade.
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Tabela 5. Resultados obtidos para as intensidades relativas (R) de fluorescéncia dos

componentes 1 e 2, apresentados na figura 31.

_ . b Desvio o
Face Orientacado | Componente R ~ ab Variancia
Padrao®™
. 1 1,05 0,04 0,0016
Horizontal
_ 2 1,33 0,10 0,0010
Radial
_ 1 1,43 0,01 0,0001
Vertical
2 1,62 0,12 0.0144
_ 1 0,559 0,005 0,0002
Horizontal
2 0,925 0,125 0,1550
Transversal
. 1 0,658 0,031 0,0096
Vertical
2 0,825 0,017 0,0031

(a) Unidades arbitréarias. (b) n°® de medidas com (N) igual a 3.

Utilizando o mesmo raciocinio, pode-se concluir que o teste t, com 95% de
confianga e 2 graus de liberdade, a diferenca entre as orienta¢des horizontal e
vertical ndo foi significativa na face transversal. Entretanto, a diferenca entre os
desvios padrdes nas orientacfes desta face foi significativa, pelo teste F com

95% de confianca e 2,2 graus de liberdade.

Estes resultados mostraram que a precisdo das medidas néo variou de
forma significativa na face radial. Contudo, quanto aos valores de intensidade
para os componentes 1 e 2 houve diferenca em analisar na orientacao vertical

ou horizontal.

J4 para a face transversal, houve uma grande variacdo na andlise
realizada em cada regido da madeira (mais alto, no meio ou mais baixo), mas
nao houve diferenca significativa ao se utilizar as orientagdes horizontal e

vertical.

Anatomicamente isto pode ser explicado novamente pela orientacdo do
raio. Na face radial, a diferenca entre as orientagcdes horizontal e vertical &
significativa, pois foi possivel enxergar pedacos do raio na orientacdo vertical e
0 raio “mais completo” na orientacdo horizontal. A diferenca relacionada a
posicdo do feixe (mais acima, no meio ou abaixo do corpo de prova) sofre

73



menor influéncia, pois os raios aparecem largos na face radial, independente

da altura em que esté sendo realizada a analise.

Na face transversal, o raciocinio foi oposto. Como a distancia entre os raios
e o didmetro deles é pequeno, ndo houve diferenca significativa em analisar
nas orientacdes vertical e horizontal. Quanto a posicao do feixe, a diferenca foi
significativa, pois ao mudar a regido, o analista pode ndo conseguir posicionar

o feixe em cima do raio, e sim entre dois raios.

Além disso, € importante observar que o feixe de radiacdo incidido na
madeira tinha aproximadamente 1 mm por 10 mm de largura e comprimento,
respectivamente. Sendo assim, o feixe de radiacdo apresenta dimensdes
suficientes para realizar a exitacdo de uma area relativamente grande, mas que
ainda depende da orientacdo e de algumas estruturas anatébmicas que podem

estar presentes, dependendo da espécie analisada.

4.3 Andlise da fluorescéncia da madeira em forma de serragem

de diferentes espécies

A andlise com a madeira em forma de serragem seguiu 0S mMesmos
parametros utilizados para a madeira em corpos-de-prova, com excecao dos
estudos de faces ou de lixas, pois a madeira ja se encontra em forma de “p¢d”.
As madeiras também foram separadas em grupos, conforme a tabela 4 da

sSessao anterior.

A maior diferenca encontrada na madeira nessas duas formas de
apresentacao foi a intensidade de fluorescéncia dos espectros. A figura 32
apresenta os espectros de duas espécies de madeira, em forma de serragem e
em corpo de prova. Foi observado que os espectros de maior intensidade
foram de andlises feitas com madeira em corpos-de-prova. Uma possivel
explicagéo para a menor intensidade em serragem foi que com o aumento da
superficie de contato da madeira em forma de “pd”, houve um favorecimento da
oxidacdo dos componentes da madeira, diminuindo, assim, a intensidade de

fluorescéncia medida.
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Figura 32. Espectros de emissao de duas espécies de madeira uma em forma

de corpo de prova e outra em forma de serragem, excitandos em um

comprimento de onda de excitacdo de 218 nm.

A figura 33 mostra a superficie de fluorescéncia de curvas de nivel de
quatro amostras diferentes em corpos-de-prova (a esquerda) e serragem (a
direita). Foi possivel notar que as superficies foram muito similares, sendo a
maior mudanca observada relacionada a intensidade do sinal, que foi maior

para as amostras de madeira em corpos de prova.

Avaliando e comparando os resultados obtidos em madeira em forma de
corpos de prova ou em forma de serragem foi possivel inferir que a analise
realizada em corpos de prova € mais pratica, pois proporciona maiores

intensidades e pode ser realizada em campo mais facilmente.

Em contrapartida, as analises realizadas com serragem geram resultados
menos intensos, mas por ser feita de forma homogénea, os resultados

proporcionam menores variagoes.
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Figura 33. Espectros em curvas de nivel de quatro espécies de madeiras. Os
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serragem: (A) Euxylophora paraensis; (B) Ocotea fragrantissima; (C) Parkia pendula e
(D) Amburana acreana.
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4.4 Analise da fluorescéncia de extratos de madeira

De acordo com as referéncias bibliogréficas,**’ as extracdes mais usuais
para amostras de madeira sdo realizadas com agua tamponada com pH em
torno de 7 e com etanol. Entretanto, para avaliar a extracdo com diferentes
solventes, nesse trabalho foram produzidos extratos em trés solventes: 4gua
tamponada a pH 7, diclorometano e etanol. A figura 34 mostra os espectros em
curvas de nivel da fluorescéncia do extrato de seis espécies diferentes
extraidas com agua tamponada. As Figuras 34 (B) da Ocotea fragrantissima e
34 (C) da Parkia pendula; apresentaram emissdes semelhantes, ou seja, a
agua pode ter extraido os mesmos componentes nessas amostras. O mesmo
comportamento foi observado nas figuras 34 (D) da Parkia multijuga 34 (E) da
Hymenolobium pulcherrimum e 34 (F) da Vochysia maxima onde se observou
uma banda com maximos em 490 e 540 nm de excitacdo e emissdo
respectivamente. Ja a figura 34 (A) da Euxylophora paraensis apresentou

emissoes distintas dos demais.

Por outro lado, ao analisar os espectros de emissdo obtidos pela analise
de MCR (figura 35), notou-se que todas as espécies apresentaram trés
fluoréforos e espectros com grande semelhanca entre si. Isto sugere que, em
algumas das espécies de madeira estudadas, a agua extrai 0s mesmos
compostos ou grupo de compostos quimicos, estando estes presentes em

todas as espécies estudadas.

Para avaliar se os mesmos componentes estavam sendo extraidos em
diferentes espécies, apenas os espectros de emissdo nao foram suficientes.
Por isto, também devem ser analisados os espectros de excitacdo. Se ambos
forem iguais, é possivel sugerir que o mesmo fluoréforo pode estar presente

em mais de uma espécie.

A figura 36 mostra 0s espectros de excitacdo das mesmas espécies
anteriormente citadas, extraidas com &gua tamponada. Analisando os
espectros de emissao juntamente com os de excitacdo, observou-se que 0
componente retratado com a cor azul nos espectros aparece nas figuras 35 e
36 (C) e (D), podendo ser o mesmo fluoréforo que estd presente em duas

espécies diferentes.
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Figura 34. Superficie de fluorescéncia em curvas de nivel para os extratos de seis
espécies florestais em agua. (A) Euxylophora paraensis; (B) Ocotea fragrantissima; (C)
Parkia pendula; (D) Parkia multijuga; (E) Hymenolobium pulcherrimum e (F) Vochysia
maxima

As amostras das figuras 35 e 36 (C) e (D), parecem possuir os dois
fluoréforos iguais, pois possuem todos 0s espectros apresentados com as
cores azul e rosa muito semelhantes. Observou-se que o componente retratado
com a cor vermelha nos espectros das figuras 35 e 36 (D), (E) e (F) esteve

presente em 3 espécies distintas.
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Figura 35. Espectros de emissdo do extrato de seis espécies em agua obtidos por
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Parkia multijuga; (E) Hymenolobium pulcherrimum e (F) Vochysia maxima. As letras

mindsculas retratam componentes diferentes.
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Figura 36. Espectros de excitagdo do extrato de seis espécies em agua obtidos por
MCR. (A) Euxylophora paraensis; (B) Ocotea fragrantissima; (C) Parkia pendula; (D)
Parkia multijuga; (E) Hymenolobium pulcherrimum e (F) Vochysia maxima. As letras

mindsculas retratam componentes diferentes.

Considerando as semelhangas discutidas anteriormente observou-se que
os fluoréforos “e” e “i” se repetiram em trés espécies, 0 “g” em duas e as
demais presentes em apenas uma espécie (Tabela 6). Portanto, no extrato

aguoso foram observados um total de 13 componentes/fluoroforos diferentes.
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Tabela 6. Distribuicdo dos componentes /fluoroforos existentes em cada

espécie extraidos com agua tamponada a pH 7

Espécie Componente /Fluoréforo
A a b c
B d e f
C e h
D e I
E i ] k
F [ Il m

A figura 37 mostra os espectros de curvas de nivel do extrato das mesmas
amostras extraidas com agua, s6 que agora, extraidas com diclorometano. Os
espectros mostraram possuir comportamentos bastante distintos, apesar das
figuras 37 (B), 37 (C) e 37 (F) possuirem similaridades.

Analisando os espectros de emissdo obtidos apos o MCR (figura 38),
notou-se que todas apresentaram dois componentes, com excecéo da figura 38
D que apresentou somente trés. Foram observados espectros semelhantes em

algumas, mudando, apenas, as intensidades.

Analisando os espectros de emissédo (Figura 38) juntamente com os de
excitacdo (Figura 39), observa-se que 0 componente retratado com a cor
vermelha esteve presente nas figuras 38 e 39 (D) e (F). Da mesma forma, as
espécies das figuras 38 e 39 (B), (C) e (F), mostraram possuir um mesmo

fluoréforo, retratado com a cor azul.

81



Intensidade

Intensidade

180
160 100
600 140 80
P 120 =
2 £
P 100
3 3 60
2 80 2
: §
= 60 40
40
20
20
360 380 400 420 360 0 400 42°B
Excitagao (nm) (A) Excitagéo (nm) (B)
Intensidade Intensidade
650 450
25 400
350
600 20
E, E 300
x% 550 15 |§ 250
¢ £ 200
w 10 w
500 150
100
450 50
360 380 400 420 380 400
Excitagdo (nm) (C) Excitagdo (nm) (D)
Intensidade Intensidade
1000
45
800 40
600 35
€ 600 g 30
8 550 8 25
2 2
£ 400 £ 20
w w
15
200 10
5

380
Excitagdo (nm)

400 420

(E)

Excitagdo (nm)

Figura 37. Espectros em curvas de nivel do extrato de seis espécies em
diclorometano. (A) Euxylophora paraensis; (B) Ocotea fragrantissima; (C) Parkia
pendula; (D) Parkia multijuga; (E) Hymenolobium pulcherrimum e (F) Vochysia
maxima.
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Figura 38. Espectros de emissdo do extrato de seis espécies em diclorometano
obtidos por MCR. (A) Euxylophora paraensis; (B) Ocotea fragrantissima; (C) Parkia
pendula; (D) Parkia multijuga; (E) Hymenolobium pulcherrimum e (F) Vochysia

maxima. As letras mindsculas retratam componentes diferentes.
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Figura 39. Espectros de excitacdo do extrato de seis espécies em diclorometano
obtidos por MCR. (A) Euxylophora paraensis; (B) Ocotea fragrantissima; (C) Parkia
pendula; (D) Parkia multijuga; (E) Hymenolobium pulcherrimum e (F) Vochysia

maxima. As letras mindsculas retratam componentes diferentes.

Considerando as semelhancgas discutidas anteriormente observou-se que
o fluoréforo ¢ se repete em trés espécies, o0 “g” em duas e as demais presentes
em apenas uma espécie (Tabela 7). Portanto, com extrato em diclorometano

foram observados um total de 10 componentes/fluoréforos diferentes.
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Tabela 7. DistribuicAo dos componentes/fluoréforos existentes em cada

espécie extraidos com diclorometano

Espécie Componente/Fluoréforo
A a b
B c d
C ¢ e
D f g h
E I j
F c g

Na andlise utilizando etanol como solvente de extracdo foram obtidos os
espectros retratados na figura 40. Os espectros apresentaram comportamentos
distintos, significando, assim, que o etanol provavelmente extraia componentes

diferentes nas diferentes espécies estudadas.

Observando os espectros de emissdo obtidos com a extracdo em etanol
(figura 41), notou-se que todas apresentaram dois componentes e espectros
semelhantes, mudando, apenas, as intensidades.

As figuras 41 e 42 retratam 0s espectros de emissdo e excitacao,

respectivamente, dos extratos em etanol.

No caso da extragdo com diclorometano, aparentemente apenas 0s
espectros indicados com a cor azul nas figuras 41 e 42 (B), (C), (D) e (F) foram

do mesmo fluoréforo.
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Figura 40. Espectros em curvas de nivel do extrato de seis espécies em etanol. (A)
Euxylophora paraensis; (B) Ocotea fragrantissima; (C) Parkia pendula; (D) Parkia

multijuga; (E) Hymenolobium pulcherrimum e (F) Vochysia maxima.
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Figura 41. Espectros de emissdo do extrato de seis espécies em etanol obtidos por

MCR. (A) Euxylophora paraensis; (B) Ocotea fragrantissima; (C) Parkia pendula; (D)

Parkia multijuga; (E) Hymenolobium pulcherrimum e (F) Vochysia maxima. As letras

mindsculas retratam componentes diferentes.
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Figura 42. Espectros de excitacdo do extrato de seis espécies em etanol obtidos por
MCR. (A) Euxylophora paraensis; (B) Ocotea fragrantissima; (C) Parkia pendula; (D)
Parkia multijuga; (E) Hymenolobium pulcherrimum e (F) Vochysia maxima. As letras

mindsculas retratam componentes diferentes.

Considerando as semelhancgas discutidas anteriormente observou-se que 0
fluoréforo ¢ se repete em quatro espécies e as demais estavam presentes em
apenas uma espécie (Tabela 8). Portanto, com extrato etandlico foram

observados um total de 9 componentes/fluoroforos diferentes.
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Tabela 8. DistribuicAo dos componentes/fluoréforos existentes em cada

espécie extraidos com diclorometano

Espécies Componentes/Fluoréforos
A a b
B c d
C c e
D C f
E g h
F C [

Por fim, observou-se que trés compostos “a”, “b” e “c” (representados pelas
cores rosa, preto e azul, respectivamente), parecem ter sido extraidos com
diclorometano e etanol, dois solventes organicos, mas com polaridades

diferentes.

E importante ressaltar que cada solvente pode estar extraindo um ou até
varios componentes que possuem o mesmo fluoroforo, gerando, por

consequéncia, espectros com o mesmo perfil de excitagcdo e emisséao.

4.5 Estimativa da cor da fluorescéncia em madeira utilizando

analise RGB

Sempre se associa a fluorescéncia com a palavra “cor”, pois o fendémeno é
visual. Com a madeira néo é diferente, ao se observar um corpo-de-prova em
um gabinete de fluorescéncia (figura 43), foram observadas cores diferentes

dependendo da espécie.

A tabela 9 apresenta as espécies estudadas e as cores observadas
visualmente. Portanto, a cor observada pode variar de acordo com o

observador.
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Figura 43. Fotos do gabinete de fluorescéncia do LPF — Laboratério de Produtos

Florestais.

Considerando que os espectros de emissédo foram gerados em diversos
comprimentos de onda de excitacdo no espectrofluorimetro, uma ideia geral do
perfil de emissao observado no gabinete de fluorescéncia pode ser estimado
pela soma desses espectros para cada espécie. A figura 44 mostra os perfis
somados de cada espécie estudada. A espécie Euxylophora paraensis
apresentou uma intensidade de fluorescéncia muito superior as das outras
espécies estudadas. Além disso, o seu perfil espectral foi 0 mais distinto. A
amostra Rhus typina foi a que apresentou o0 espectro mais proximo da amostra
Euxylophora paraensis, apesar de muito menos intenso. As demais espécies
estudadas geraram espectros de emissao muito similares, sendo a principal

variacdo observada devido a mudanca na intensidade.

A analise RGB, que utiliza como base as cores vermelha, verde e azul,
relaciona as cores com o espectro de onda eletromagnético. Em todas as

espécies de madeira estudadas o componente verde atingiu valor maximo, ndo
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sendo, assim, padrdo de comparacdo. Sabe-se que o somatério dos trés

componentes € que da origem a cor, sendo assim, as diferengas estdo na

propor¢cao entre os componentes vermelho e azul.

Tabela 9. Espécies de madeiras utilizadas na andlise e as cores observadas no

gabinete de fluorescéncia.

Cdédigo da espécie Nome Fluorescéncia/cor

1 Caryocar glabrum Sim/azul

2 Parkia pendula Sim, laranja
3 Parkia multijuga Sim, laranja
4 Dinizia excelsa Sim, amarela
5 Vochysia maxima Sim, laranja
6 Euxylophora paraensis Sim, amarela
7 Ocotea fragrantissima ducke Sim, amarela
8 Hymenolobium pulcherrimum Sim, alaranja
9 Couratari multiflora Nao

10 Couratari stellata Nao

11 Couratari macrosperma Nao

12 Couratari oblongifolia Sim, amarela
13 Couratari guianensis Nao

14 Amburana acreana Sim, amarela
15 Amburana cearensis Nao

16 Rhus typina Sim, amarela

A Figura 45 mostra a distribuicdo das espécies de acordo com o0s
componentes azul e vermelho. A espécie 1 (Euxylophora paraensis)
novamente aparece como a que apresentou maior diferenca em relacdo as
demais espécies estudadas. E uma espécie possui muito do componente

vermelho e pouco do componente azul.
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Figura 44. Soma dos espectros de emissdo de cada espécie. (=)Euxylophora
paraensis, (=)Rhus typina, (==)Hymenolobium pulcherrimum, (=)Vochysia maxima,
() Parkia pendula,(=) Parkia multijuga, (= ==) Couratari oblongifolia, (= =)
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92



A espécie 2 (Rhus typina) apresentou fluorescéncia amarela esverdeada,

possuindo muito do componente azul e pouco do componente vermelho.

As espécies 3 (Hymenolobium pulcherrimum), 4 (Vochysia maxima), 5
(Parkia pendula) e 6 (Parkia multjuga) apresentaram, visualmente,
fluorescéncia alaranjada. Com excecédo da espécie 6, as outras apresentaram
valores proximos do componente azul. Considerando o componente vermelho,

a variacao é significativa.

As espeécies 7 (Couratari oblongifolia), 8 (Couratari guianensis), 9
(Couratari macrosperma), 10 (Couratari multiflora) e 11 (Couratari stellata) sédo
do género Couratare. Foi observado que a maioria dessas espécies nao sao
fluorescentes ou possuem fluorescéncia fraca com os valores dos

componentes azul e vermelho proximos.

Apesar de serem do género das Amburanas, as amostras 12 (Amburana
acreana), 13 (Amburana cearensis), apresentaram uma diferenca significativa

em relacdo as quantidades das componentes.

As amostras 14 (Ocotea fragrantissima) e 15 (Dinizia excelsa),
apresentaram grande quantidade do componente vermelho, e pouco do
componente azul, mostrando um perfil parecido com a amostra 1, que também

aoresentou fluorescéncia amarelada.

Ainda na Figura 45 é interessante notar que as espécies do género
Couratare mostraram-se proximas, sendo de simples diferenciacdo em relagcéo
as demais espécies. Além disso, algumas espécies, como as de numeros 1, 2

e 4 foram facilmente separadas das demais estudadas.

A fluorescéncia, através da analise RGB, proporcionou estimativas viaveis
para a identificacdo de algumas espécies de madeira, devido a separagédo das

mesmas apresentada na Figura 45.

A Figura 46 mostra as cores estimadas utilizando o procedimento descrito

na secao 4.4.3.

Todos as madeiras apresentaram a cor verde como resultado, variando

pouco o tom. Este resultado foi coerente com os espectros obtidos, pois ao se
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observar os espectros de cada amostra (Figura 44) foi possivel notar que os
mesmos apresentaram bandas largas na regido do verde (500 a 550 nm) e nas
regides do vermelho (640 a 700 nm) e do azul (420 a 490 nm) houve pouca

contribuicao.
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Figura 45. Distribuicdo das amostras de acordo com seus componentes azul e

vermelho.

As observagdes visuais sugerem um comportamento muito diferente do
obtido pela estimativa de cor pelo espectro tendo em vista que foi onservada
fluorescéncia amarela, amarela esverdeada, laranja sendo que na maioria ndo
houve fluorescéncia. Essa diferenca pode ser reflexo de varios fatores tais
como a influéncia do visor do gabinete de fluorescéncia, fenbmenos de auto
absorcdo ou até mesmo a condi¢des do ambiente onde esta sendo realizada
andlise visual que ndo podem ser reproduzidas com a utilizacdo do

espectrofluorimetro.
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Figura 46. Cores resultantes da analise RGB (1) Euxylophora paraensis, (2)
Rhus typina, (3) Hymenolobium pulcherrimum, (4) Vochysia maxima, (5) Parkia
pendula,(6) Parkia multjuga, (7) Couratari oblongifolia, (8) Couratari
guianensis, (9) Couratari macrosperma, (10) Couratari multiflora, (11) Couratari
stellata,(12) Amburana acrean, (13) Amburana cearensis, (14) Ocotea

fragrantissima e (15) Dinizia excelsa.
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5 CONCLUSOES

Os resultados revelaram que o espectro de fluorescéncia da madeira
depende da distribuicdo de seus componentes (celulose, lignina, polioses e
extrativos), sendo que as variacdes observadas entre as espécies no perfil do
espectro e as intensidades medidas sdo devidas a mudanca na proporcao

desses com ponentes.

Foi possivel concluir que os extrativos sdo 0s maiores responsaveis pela
fluorescéncia em madeira, uma vez que foi observado que lignina e celulose

apresentam maior fluorescéncia apenas na regiao do ultravioleta.

Utilizando o MCR (Resolugcdo de Curvas Multivariadas), os espectros de
excitacdo e emissdo da madeira nas trés formas (macica na forma de corpos-
de-prova, em forma de serragem e extratos em diferentes solventes) foram

estimados, permitindo que fossem feitas as comparacgdes entre as espécies.

O método de extracdo proposto foi eficiente para os trés solventes (agua,
diclorometano e etanol), pois, apesar do tempo de contato entre a serragem e 0
solvente ter sido de apenas 25 minutos, foi possivel identificar que existem
algumas espécies que possuem 0S mesmos espectros, significando a presenca
dos mesmos fluoréforos. Além disso, observou-se que o0s solventes etanol e
diclorometano geraram extratos que deram origem aos mesmos espectros de
excitacdo e emissdo de fluorescéncia, podendo ter extraido um mesmo
composto ou classe de compostos que contem o mesmo fluor6foro. Com
essas consideracdes este método sugerido pode facilitar a realizacdo de

futuros trabalhos nessa area de pesquisa.

As andlises realizadas permitiram concluir que dependendo da face, a
intensidade de fluorescéncia € diferente. A face radial proporcionou espectros
com maiores intensidades na maioria das espécies. Além disso, ao realizar as
analises em uma mesma face, mudando a orientacdo de horizontal para

vertical, os resultados variaram. Sendo assim, é importante ressaltar que a

heterogeneidade da madeira € um fator importante a ser considerado na
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analise e os parametros como face analisada e orientacdo da mesma sao

importantes.

Com a utilizacéo do espectrofluorimetro foi possivel determinar os principais
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo para as espécies estudadas e,
possuindo essas informacfes, podem ser desenvolvidos equipamentos de
baixo custo para medir a fluorescéncia em madeira para propdsitos de

identificag8o de espécies.

Uma vez que se observou que os espectros de fluorescéncia apresentam
diferencas em funcdo dos componentes presentes e de suas proporgdes, pode-
se sugerir que a fluorescéncia pode ser utilizada para complementar outros
métodos de andlise e discriminacdo de madeira. Novos estudos devem ser
realizados de forma que comprovem e avaliem seu potencial para essa
finalidade.
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