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Resumo

A determinacdo do teor de fibras € um parametro relevante para a industria
sucroalcooleira, pois esta diretamente relacionado com o processo de rendimento da
extracédo do caldo de cana-de-acucar, que é a matéria-prima para a produgao de agucar
e de etanol. Diversas estratégias quimiométricas foram utilizadas para este estudo de
mestrado, tais como planejamento de experimentos e modelos de calibragdo multivariada
com a regressao por minimos quadrados parciais (PLS, Partial Least Squares). No
planejamento de experimentos realizado, foi possivel avaliar as melhores condi¢des
experimentais da espectroscopia de emissao com plasma induzido por laser (LIBS, Laser
Induced Breakdown Spectroscopy) para efetuar medidas nas amostras de bagago de
cana-de-agucar in natura. Um total de 5327 espectros LIBS foram adquiridos e
compuseram a matriz de dados, como variaveis independentes, para a investigacdo dos
modelos multivariados de calibracdo com PLS. Os valores de referéncia que
correspondem ao teor de fibras, sendo o parametro que foi previsto pelo modelo PLS,
foram obtidos utilizando o método recomendado pelo Conselho dos Produtores de Cana-
de-acucar, Acucar e Alcool do estado de Sdo Paulo (CONSECANA). Um melhor modelo
PLS foi alcangado por meio da selegao de 119 variaveis com valores de erros quadraticos
médios (RMSE, Root Mean Square Error) em % para os conjuntos de treinamento (RMSE
of calibration) e de validacdo (RMSE of validation) de 2,1 de 2,2, respectivamente. Para
o método desenvolvido neste estudo de mestrado pode ser evidenciada a possibilidade
inédita na determinag¢ao do teor de fibras com caracteristicas tais como: auséncia de
geragao de residuos toxicos, redugado do uso de energia elétrica e aumento consideravel

da frequéncia analitica.

Palavras-Chave: Bagaco de cana-de-agucar, teor de fibras, bionenergia, LIBS,

quimiometria, planejamento experimental.



Abstract

The determination of the fiber content is an important parameter to sugar factory because
it is directed linked to the yield of process for juice extraction, that is raw material in sugar
and ethanol production. Several chemometrics strategies were used in this study such as
design of experiments and multivariate calibration models with regression by Partial Least
Squares. In the design of experiments, was possible to evaluate the best experimental
conditions in Laser Induced Breakdown Spectroscopy to perform the measurements in
natura in bagasse sugarcane samples. A total of 5327 LIBS spectra were acquired and
composed the data matrix, as independent variables, to investigation of the multivariate
calibration models by PLS. The reference values corresponding to the fiber content, the
parameter that was predicted by PLS models, were obtained using the method
recommended by the sugarcane, sugar and alcohol producers of the Sdo Paulo states
(CONSECANA). A better PLS model was achieved through the 119 variables selection
with Root Mean Square Error (RMSE) in % to training set (RMSE of calibration) and
validation (RMSE of validation) of 2.1 and 2.2, respectively. The developed method in this
master's degree study show the inedited possibility in the determination of the fiber
content with characteristics such as: no toxic waste generation, less use of electricity and

increasing in the analytical frequency.

Keywords: Sugarcane bagasse, fiber content, bioenergy, LIBS, chemometrics, design of

experiments.
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1 Introducéo

A cana-de-agucar é um dos produtos mais comercializados pelo Brasil,
que lidera o ranking mundial em produgédo. A cana tem sido largamente utilizada
como matéria-prima para fabricagao do agucar e do etanol que também possuem
destaque no mercado nacional e internacional [1].

Segundo a Unido da Industria de Cana-de-Acgucar (UNICA) a safra de
2013/2014 teve uma producdo de 653 mil toneladas de cana-de-agucar,
produzindo 27,5 mil m® de etanol e 37,7 mil toneladas de agucar [2].

O teor de fibras € um dos principais parametros rotineiramente
monitorados pelas usinas sucroalcooleiras, no que resulta como forma de
pagamento da cana-de-acucar, além de estar diretamente relacionado ao
rendimento do processo de extragao do caldo, na fabricagao de dois produtos de
projecdo nos mercados nacional e internacional - o agucar e o etanol [3].

O bagacgo da cana-de-agucar € o residuo fibroso resultante do processo
de extragdo da cana, sendo este material composto por celulose, lignina e
hemicelulose, visto que a relacao entre as propor¢des varia de acordo com cada
espécie. Relatos na literatura apontam que os teores de celulose podem ser
encontrados na faixa de 26 a 54%, para lignina entre 17 e 27%, enquanto para
a hemicelulose entre 16 e 25% [4-6].

A utilizacdo da técnica de Espectroscopia de emissido com plasma
induzido por laser (LIBS, Laser Induced Breakdown Spectroscopy) apresenta
potencial como alternativa ao método existente por via umida, que é laborioso e
de baixa frequéncia analitica. Algumas vantagens desta técnica para as medidas

do bagaco de cana merecem ser destacadas tais como, o preparo de amostras
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€ minimo, as medidas podem ser realizadas na ordem de segundos, propicia
resolugdo espacial para efetuar mapeamentos nas amostras e consegue
contornar efeitos de geometria da amostra. Estas caracteristicas podem apontar
a LIBS como uma técnica que atende os preceitos da quimica verde, melhorando
a frequéncia analitica, diminuindo ou eliminando o consumo de reagentes no
preparo da amostra e a geracao de residuos téxicos pode ser minima e até
inexistente [7].

Diante das caracteristicas em destaque e possibilidade de analise direta,
0 objetivo deste estudo de mestrado foi avaliar a potencialidade da técnica LIBS
para determinar o teor de fibras em cana-de-agucar através de modelos
multivariados com técnicas quimiométricas. Por meio destes modelos foi
possivel selecionar linhas atdmicas e/ou idnicas de elementos especificos, que
estavam efetivamente contribuindo para a determinacédo do teor de fibras em
cana-de-agucar. Os espectros de LIBS foram treinados com valores de
referéncia do teor de fibras gerados via método padrdo, descrito no manual
CONSECANA (Conselho dos Produtores de Cana-de-agticar, Actcar e Alcool

do Estado de Sao Paulo) [8].
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2 Reviséao bibliografica

2.1 Fundamentos da técnica LIBS

Nesta secdo serdo discutidos alguns aspectos importantes da técnica
LIBS, como cada componente presente no equipamento e suas respectivas

funcdes, além de discutir também o principio analitico da técnica.

2.1.1 Instrumentacéo

A LIBS é composta por um sistema de laser, um conjunto 6ptico, uma
unidade de detecgdo e um computador para coleta de dados [9]. Algumas
especificacdes como a poténcia do laser, a duragao do pulso, o comprimento de
onda de excitacao e a resolugao espectral, podem variar em fungao da analise
a ser realizada [10].

O laser é o componente mais critico, pois ele determina a interagédo da
energia com a amostra [9], o pulso precisa ser forte o suficiente para que ocorra
a atomizacao, excitacao e subsequentemente a formagdo do plasma com os
constituintes da amostra. O tipo mais comum é o Nd:YAG com comprimento de
1064 nm, pois €& confiavel, compacto, e produz pulso de alta densidade
(irradiancia, que pode ser medida em W/cm?). Outros lasers como excimeros
(XeCl, KrF e ArF) e CO2 sao pouco utilizados, pois necessitam de peridédicas
trocas de gases [10, 11].

Dentre o parametro duragdo do pulso, estes podem ser classificados

como nanosegundos, picosegundos e femtosegundos. A principal caracteristica
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que os define, € que quanto menor for a duragao, melhor sera a transferéncia de
energia do laser para a amostra, pulsos mais longos podem sofrer perdas
térmicas. Sendo assim, lasers de femtosegundos e picosegundos possibilitam a
obtencdo de uma maior razdo sinal ruido, quando comparado aqueles de
nanosegundos, devido ao efeito de blindagem, que é reduzido em lasers de
menor duracao [10, 12, 13].

Outro importante critério na escolha do laser € o comprimento de onda,
para alguns tipos de amostras, a interagédo laser amostra pode n&o ter uma boa
eficacia com o de 1064 nm, assim, menores comprimento de excitagdo podem
resultar em uma melhor interagao [14].

Em um estudado realizado por Kasem et al. [14], foram analisadas
amostras arqueoldgicas de ossos de quatro dinastias egipcias: Reino médio,
segundo periodo intermediario, Periodo Greco-Romano e o Periodo tardio.
Nesse trabalho foram avaliados dois lasers com comprimentos de onda
diferentes, um na regidao do ultravioleta (UV, Ultraviolet) (266 nm) e o outro
naquela do infravermelho (IR, Infrared) (1064 nm). P&éde-se observar que o laser
com comprimento de onda na regido do UV foi capaz de remover uma massa
ablada maior, quando comparado ao com comprimento de onda na regido do IR,
cerca de uma ordem de magnitude maior. Esta diferenca foi atribuida a maior
energia dos fotons do laser de 266 nm em relacéo ao de 1064 nm (4,66 e 1,16
eV respectivamente).

O laser de Nd:YAG com comprimento de onda de 1064 nm € um dos mais
utilizados na LIBS, pois nas situagdes onde a interagao do laser com a amostra

nao for a de melhor desempenho, ele pode faciimente ser convertido em
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comprimentos menores (532 nm, 355 nm, 255 nm), este evento é chamado de
geragéo de harmdnico [10].

Lasers de menores comprimentos de onda s&o capazes de remover uma
maior quantidade de massa no processo de ablagdo, uma vez que, seus fotons
possuem maior energia quando comparado aos de maiores comprimentos de
onda [14, 15]. Lasers UV favorecem uma maior taxa de temperatura na superficie
da amostra, e os lasers em IR permitem que o plasma atinja uma maior
temperatura, promovendo assim uma maior densidade eletrénica e uma maior
expansao do plasma [12].

Existe também a possibilidade que a LIBS seja configurada com duplo ou
multiplos pulsos, resultando em um aumento das intensidades das linhas de
emissodes observadas. Os multiplos pulsos podem ser operados pelo mesmo ou
diferentes lasers, ha a alternativa de que esses sejam colineares ou ortogonais,
ampliando assim, a variedade de combinagdes de lasers com diferentes
duragdes e comprimentos de onda [10, 16]. Quando o tempo de separacio entre
0s pulsos € menor que o tempo de vida do plasma, ha um aumento da
sensibilidade. Neste caso, o segundo pulso auxilia o processo de ionizagéo
iniciado pelo primeiro [9].

Sistemas Opticos mais simples podem ser empregados através do uso de
lentes, estas devem transmitir com eficiéncia os comprimentos de onda
observados [9, 10, 12]. Sistemas mais sofisticados possibilitam a utilizagao de
lentes objetivas e microscopios que permitem uma focalizagdo mais precisa na
area onde o pulso de laser sera incidido. Com a utilizagdo de telescépios, é
possivel que a amostra seja posicionada a alguns metros de distancia do
equipamento. Fibras opticas podem ser empregadas para direcionar o pulso do
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laser, assim como, na coleta da radiagao emitida pelo plasma [12]. A utilizacdo
na coleta da radiacdo pode ser feita simplesmente apontando-a na dire¢do, ou
com o auxilio de lentes focalizadoras. A aplicacao de fibras opticas permitiu que
a amostra e o espectrometro pudessem estar distantes, possibilitando que
analises in loco, em locais de dificil acesso e de materiais perigoso fossem
realizadas [9, 10, 12, 16].

Algumas propriedades importantes do espectro sdo: a resolucdo e a faixa
espectral. A resolugao pode ser definida como o comprimento de onda minimo
em que dois espectros podem ser observados como linhas distintas. A faixa
espectral é definida como regido do espectro que pode ser observada, essas
caracteristicas sao influenciadas pelo espectrometro e detector. Espectrémetros
com uma melhor resolugcdo, minimizam possiveis interferéncias espectrais. O
método mais adequado de resolugcao espectral depende principalmente das
necessidades da analise, como: a complexidade da amostra, numero de
elementos a ser monitorados, se mais de um elemento sera analisado
simultaneamente e a regido de emisséo de cada elemento no espectro néo deve
se sobrepor, ou deve haver resolugdo espectral necessaria para que esses
elementos possam ser distinguidos [9, 10, 12].

Devido a complexidade espectral apresentada pela LIBS, onde séao
encontradas multiplas linhas de emissdo em uma ampla faixa, desde o
ultravioleta até o comeco do infravermelho proximo, um espectrometro ideal
deve ter a capacidade de cobrir toda a faixa espectral analisada com boa
resolucdo, a fim de evitar a sobreposicao de linhas de emissao, o que resultaria
em perda de informagdes. Em estudos onde poucas linhas sao avaliadas e essas
possuem uma certa distancia no espectro, pode-se fazer o uso de uma resolucao
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mais simples, porém que seja satisfatoria para a necessidade do trabalho. Para
monitoramento simultaneo de varios elementos, pode ser necessario uma ampla
faixa espectral [10, 12, 17]. A resolucdo de um espectro de emissdo nao é
apenas limitada a resolucdo do espectrémetro, mas também ao numero de
sensores presentes no detector [12].

Os detectores menos empregados sao aqueles que possuem apenas um
sensor por dispositivo, como os tubos fotomultiplicadores, pois seu uso restringe
0 numero de linhas de emissdo que podem ser simultaneamente
observadas [12].

Com o surgimento dos detectores solidos de alta qualidade, foi possivel a
aquisicdo simultadnea de linhas de emissdo ao longo de uma ampla faixa
espectral, como os detectores CCD (Charge Couple Device) que séao
constituidos por varios sensores, sendo compostos por trés eletrodos em um
substrato comum de silicio do tipo p [12].

Os detectores CCDs modernos possuem uma alta capacidade de
propagacao, chamados de gated CCD, permitindo assim que exista um atraso
no comecgo da deteccado em relacéo a incidéncia do pulso de laser. Esse atraso
€ chamado de tempo de atraso (delay time), possibilitando que seja removido o
sinal de alta intensidade do continuo que esta presente no inicio da formacéo do
plasma. Gated CCD viabiliza ndo apenas o controle no tempo de atraso, mas
também o tempo de integragdo apds o inicio da detecgdo do sinal analitico,

chamado de tempo de integragéo [12].
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2.1.2 Principio analitico

A técnica LIBS apresenta vantagens importantes, quando comparada as
técnicas tradicionais, algumas delas s&o: capacidade de realizar analises
rapidas, necessitar de minimo, ou nenhum, preparo da amostra, permitir analise
multi-elementar simultanea, obtengdo de uma grande gama de informagdes
quimicas, possibilitar a analise em materiais sélidos, liquidos e gasosos. Além
da existéncia de equipamentos portateis, tornando a analise in loco uma
realidade [9, 10, 16].

O principio desta técnica esta na deteccdo de emissdes de espécies
excitadas, moléculas neutras ou ionizadas. O funcionamento ocorre com
sucessivos pulsos de laser de curta duragao (~10 ns), focalizados em direcéo a
amostra para promover a formacao de micro plasma (pode atingir temperaturas
superiores a 10.000 K) [9]. Cada elemento ou ion excitado possui linhas de
emissao bem definidas, em comprimentos de onda especificos. Com o
resfriamento do plasma as espécies excitadas comegam a voltar ao seu estado
fundamental, e assim emitem energia na forma de radiagcdo em diversos
comprimentos de onda. A radiacdo emitida passa por uma lente que a focaliza
em fibras 6pticas em um ou mais espectrémetros. A radiagao é conduzida até o
detector, que por sua vez, converte a radiagao em sinal elétrico, que é registrado
no computador na forma de espectro [10, 11].

A técnica LIBS pode ser empregada em analises qualitativas e
quantitativas geradas em uma ampla faixa espectral, como exemplo neste
estudo de mestrado, as medidas foram efetuadas desde a regido do ultravioleta

até o infravermelho proximo, entre 186 a 1042 nm. Como pode ser observado,
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uma gama de informagdes quimicas é gerada, assim, para a exploracédo dos
dados é importante que ferramentas multivariadas sejam aplicadas para uma
melhor interpretacéo e extracédo de informacgao util [18].

O processo de ablagdo é iniciado assim que o pulso do laser atinge a
superficie da amostra, seguido da vaporizagdo das espécies no local,
acompanhado pelo forte aquecimento e ionizagao do vapor, consequentemente
formando o plasma. Esse efeito € atribuido principalmente ao Bremsstrahlung
inverso (IB, Inverse Bremsstrahlung), onde elétrons livres sao acelerados pelo
pulso do laser, ocorrendo assim a excitagcao através de colisdo entre espécies
excitadas e neutras. A formagéo do plasma atua como um escudo (efeito de
blindagem), limitando assim a eficiéncia do IB, pois uma parcela do laser ndo
atingira a superficie da amostra, sendo o IB mais eficiente em lasers de baixos
comprimentos de onda quando comparado a de maiores
comprimentos [9, 10, 12, 15, 16].

A principio, o efeito de blindagem que o plasma pode causar, pode ser
visto como um ponto negativo, uma vez que isso diminui a interagéo do laser
com a amostra, diminuindo também a massa removida por ablacido. Entretanto,
deve ser ressaltado que, a interagdo da blindagem com a radiagao proveniente
do pulso de laser aumenta a temperatura do plasma, que por sua vez, aumenta
a intensidade de emisséo e a dissociacdo de pequenas particulas que foram
removidas no processo de ablacio [12].

O termo “breakdown” de Laser Induced Breakdown Spectroscopy refere-
se a ruptura das ligagdes dos constituintes da amostra, para que isso ocorra,
deve haver ou gerar alguns elétrons livres no local atingido pelo pulso de laser,
que serdo o0s responsaveis por atuarem como receptores iniciais de energia

22



através de colisdo. Em decorréncia disso, uma onda de ionizagdo no ponto
atingido sera formada, os elétrons serdo acelerados pelo campo elétrico
associado com o pulso, aumentando assim a energia cinética, ocasionando mais
colisbes que gerardo mais elétrons, como consequéncia mais energia sera
absorvida e assim ocorre a avalanche de elétrons [9, 16].

O plasma é constituido por atomos, ions e elétrons livres, com cargas
elétricas neutras. Podendo ser caracterizado por varios parametros, o mais
simples seria o grau de ionizag&o, onde um plasma fracamente ionizado é aquele
onde a razao de elétrons por outras espécies € menor que 10%. Ja no plasma
altamente ionizado, sdo encontrados atomos deficiente em elétrons, resultando
numa alta razado atomo/ion [10].

As recombinagdes entre ions e elétrons geram uma radiagao continua de
fundo que decai com o tempo mais rapidamente que as linhas espectrais de
emisséo, originando moléculas e atomos neutros, este evento € denominado de
Bremsstrahlung. No Bremsstrahlung os fétons sao emitidos por elétrons
acelerados ou desacelerados na colisdao. A recombinagdo ocorre quando um
elétron livre é capturado em um nivel de energia atdbmico ou ibnico, e libera o
excesso de energia cinética na forma de foton [10].

Para que as propriedades do plasma como, niveis de energia da
populacao relativa e a distribuicdo das velocidades das particulas, possam ser
descritas através do conceito da temperatura, deve-se assumir que exista um
equilibrio termodinamico. Porém, o conceito de equilibrio termodindmico é
raramente completo, entdo tem-se adotado o conceito de equilibrio
termodinamico local (LTE, Local Thermodynamic Equilibrium), onde este ocorre
em uma pequena regiao [10-12].
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Para que exista LTE no plasma, a densidade eletrénica deve ser alta
suficiente para que as taxas de colisdo sejam maiores que as taxas de
radiacdo [19]. Entretanto, espécies diferentes podem estar em equilibrios
termodinamicos diferentes, sendo comum que espécies mais densas como ions
e atomos e espécies leves como elétrons, entrem em equilibrio em tempos e
velocidades diferentes uns dos outros, uma vez que a energia da colisdo é
melhor dividida em espécies com massa mais similares [10-12].

As propriedades do plasma estdo diretamente relacionadas com as
caracteristicas dos espectros de emissdo, as larguras das linhas sao
influenciadas pela temperatura e a densidade eletrbnica no plasma. Sob
condi¢gdes normais, um dos principais efeitos que afetam a largura das linhas de
emissao na LIBS, é o efeito Stark, que € causado principalmente pelo campo
elétrico gerado pelas colisbes com os elétrons, e uma pequena parcela das
colisées com ions [10, 11].

O plasma deve ser opticamente fino, para que as radiagcbes emitidas
atravessem sem absorgdo ou espalhamento. Existem algumas formas de se
observar a opacidade do plasma, uma delas € através das linhas espectrais de
alta intensidade. No caso em que a reabsorgao ocorre, nota-se um afastamento
da intensidade observada com relacéo a esperada, devido ao saturamento das
linhas de maiores intensidades, apresentando perfis de emissdo achatados, que

evidenciam a auto absorgéo [10,11].
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2.2 A importancia do teor de fibras na producédo de aclcar e

etanol

O interesse no cultivo da cana-de-agucar ndo se restringe apenas a
produgcao de acgucar e etanol, uma vez que a cana possui alto poder calorifico,
cerca de 7,4 GJ por tonelada [20], possibilitando assim, que o residuo da
extracdo do caldo, conhecido como bagago da cana, possa ser utilizado na
geracao de energia elétrica. O rendimento da cana-de-agucar pode ser calculado
através do peso dos colmos por area plantada, onde a produtividade mundial &
estimada em 53 t/ha, sendo que a produtividade média do teor de sacarose
apresenta variagbes de 7 a 13%, enquanto o teor de fibras fica entre 11 e
16% [21].

Os nutrientes necessarios para o bom desenvolvimento da planta, diferem
de acordo com as variedades. Os minerais exigidos em maiores quantidades sao
nitrogénio (N), potassio (K) e calcio (Ca), seguidos do magnésio (Mg), enxofre
(S) e fosforo (P), e elementos em menores concentragbes como o ferro (Fe),
zinco (Zn), manganés (Mn), boro (B) e cobre (Cu).

Alguns fatores afetam diretamente o crescimento da planta, como a
temperatura, que deve ser média entre 25°C e 35°C, a exposi¢ao a radiacao
solar deve ser por um periodo de aproximadamente 12 horas, e a distribuicdo
hidrica deve ser positiva, como nas regides brasileiras de plantagdes canavieira,
mesmo na regido nordestina. A cana consome cerca de 3,3 mm/dia de agua,

que correspondem a 3,3 l/dia [21].
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O bagago é composto basicamente por lignina, celulose e hemicelulose.
Estas propor¢des sdo dependentes do tipo de vegetal, além de fatores como,
condigdes de crescimento, tempo de colheita e outros [5].

A lignina € uma substéncia amorfa, hidrofébica, de natureza aromatica e
de estrutura extremamente complexa, apresenta um papel fundamental no
transporte de agua, nutrientes e metabolitos, além de conferir resisténcia
mecanica ao vegetal e proteger o tecido contra o ataque de micro-organismos.
A complexidade de sua composicao esta relacionada a diversidade de sua
estrutura, que é influenciada pelas variagdes climaticas e de solo, além das
diferentes espécies vegetais. E um polimero derivado das unidades
fenilpropandides denominadas CesCs ou Co, repetidas de forma irregular e sua
origem é dada na polimerizacédo desidrogenativa do alcool coniferilico [5, 22].

A celulose € um homopolissacarideo constituido por moléculas de glicose
ligadas através da ligacao glicosidica (B 1—4) [23], € rigida e muito resistente a
hidrélise. E o material mais abundante da parede celular vegetal [5].

A hemicelulose € uma classe de polissacarideos heterogéneos, de baixa
massa molecular, composta por acgucares pentoses (xilose e arabinose),
hexoses (glicose, manose e galactose), acidos urénicos e grupos acetila. E mais
reativa a hidrolise quando comparada com a celulose, devido ao seu menor grau
de polimerizagéao [5, 23].

Ogata [5] avaliou a composigao do bagago em 207 gendtipos da cana-de-
agucar, os valores variaram entre 26 a 54% para a celulose, com valor médio de
44%. Para a hemicelulose, os valores foram de 16 a 25%, com valor médio de
21%, e para lignina os resultados variaram de 17 a 27%, com valor médio
de 23%.
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Moretti et al. [6] também estudaram a caracterizagdo do bagago da cana-
de-acgucar e encontraram valores de celulose de 46,9%, hemicelulose de 16,3%
e lignina de 27,1%. Em trabalho realizado por Kim e Day [4], os valores obtidos
para a celulose foram de 41,6%, para a hemicelulose foi de 25,1% e 20,3% para
a lignina.

Dessa forma, o teor de fibra do bagago da cana-de-agucar se destaca
como sendo um dos principais parametros na avaliacdo da qualidade da cana,
entre outros, pode-se citar o °Brix (grau Brix), o Pol do caldo, a pureza e os
acgucares redutores.

O °Brix pode ser definido como a porcentagem em massa de solidos
soluveis totais, incluindo a sacarose, outros acucares e sais
dissolvidos [24]. O Pol do caldo é o teor de sacarose aparente em porcentagem,
presente no caldo extraido. A pureza pode ser determinada através da relagao
porcentual entre os valores de Pol e o °Brix [25]. Ja os acucares redutores sao
medidos pela quantidade de glicose e frutose presente na cana-de-agucar, visto
que, elevada quantidade é prejudicial na recuperagao da sacarose [8, 26].

O método de referéncia para a determinagcdo dos parametros de
qualidade da cana-de-agucar € recomendado pela Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT). Dentre estas normas estdo a que dispde de
procedimentos para determinar a qualidade da cana-de-agucar destinada a
producao de acucar e alcool [27]. O método de Tanimoto para determinagao do
teor de fibras em cana-de-agucar é descrito pela Norma Brasileira (NBR)
16225:2013 [28]. O método de determinagao do Pol por sacarimetria é retratado
na NBR 16224:2013 [29]. A determinacgao do °Brix por refratometria € encontrado
na NBR 16223:2013 [30]. O método de extracado do caldo de cana-de-agucar
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pela prensa hidraulica é relatado na NBR 16221:2013 [31]. Além de outras
normas que descrevem O preparo e a homogeneizagdo da amostra [32], o
calculo dos agucares redutores em funcédo da pureza [33], a determinagido das
constantes da equacgao para o calculo da fibra [34], o calculo dos acucares
redutores em caldo [35], a extracdo do caldo pelo método extrator a frio &
recomendado pela NBR 16222:2013 [36], o indice de preparo pode ser
determinado de acordo com a NBR 16227:2013 [37] e a terminologia € descrita
na NBR 16225:2013 [28].

O método de referéncia utilizado foi de Tanimoto [8, 28]. Para a realizacao
das analises sdo necessarios equipamentos como balanca de precisdo com
capacidade maxima de 2 kg e resolugéo de 0,1 g, estufa elétrica com circulagéo
e renovagao forgada de ar, onde as amostras sdo secas em cesto de tela com
furos de 0,5 mm. Na determinacdao do teor de fibras em cana-de-agucar, a
amostra de cana passa por um desintegrador, em seguida, é prensada durante
um minuto por uma prensa hidraulica com pressao minima e constante de 24,5
MPa (250 kgf/cm?). O caldo extraido € analisado quanto ao °Brix e Pol. [8, 30] O
bagaco resultante da extracao é retirado da prensa e pesado (PBU, Peso Bagago
Umido) colocado nos cestos tarados e levados para estufa a 105°C por trés
horas. Apdés esse tempo, retira-se o material, sendo novamente pesado e
posteriormente, levado a estufa por mais uma hora a 105°C. Este procedimento
repete-se até que o PBS (Peso Bagago Seco) apresente valores constantes de

massa ou que a sua variagao nao seja significativa [8, 28].
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O calculo do teor de fibras em cana-de-agucar € representado pela

Equacéo (1):

Fibra de cana (%) = [(100xPBS) — (PBUXB)] Equacéo (1)
[5x(100— B)]

O PBS refere-se ao peso do bagaco seco, o PBU é dado pelo peso do

bagago umido e B é o valor do °Brix.

Como pode ser verificado, o calculo do teor de fibras além de ser
laborioso, ainda envolve a determinagao de outro parametro, como o valor do
°Brix.

Na literatura cientifica sdo encontrados estudos que adotaram métodos
alternativos na determinacdo de parametros importantes para a industria
sucroalcooleira. Como exemplo aquele realizado por Sorol et al. [38]. Estes
autores utilizaram a espectroscopia do infravermelho proximo (NIR, Near
Infrared Spectroscopy) para determinar o teor de solidos soluveis em caldo de
cana, os valores variaram de 11,7 a 23,1 °Brix.

Mat et al. [39] avaliaram o teor de sdlidos soluveis (°Brix) e o teor de
umidade em amostras de cana-de-acucar através da espectroscopia NIR. Os
modelos de calibracdo multivariada foram construidos utilizando o PLS (Partial
Least Squares), os erros RMSEC (Root Mean Square Error of Calibration) e
RMSEV (Root Mean Square Error of Validation) foram de 1,04 e 1,19 °Brix
respectivamente, sendo que os valores estavam entre 11 a 22 °Brix. Os erros
para os conjuntos de treinamento e de validacdo foram de 0,99 e 0,86%

respectivamente, para o teor de fibras, a faixa variou de 0,2 a 12%. O teor de
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umidade das amostras variou de 66 a 84% e os erros para os conjuntos de
treinamento e de validagao foram de 1,56 e 1,70%, respectivamente.

A espectroscopia NIR foi empregada por Valderrama et al. [40] na
determinacao dos teores de solidos soluveis (°Brix), agucares polarizaveis (POL)
€ 0s agucares redutores em amostras de caldo de cana através de modelos de
calibracdo multivariada.

Os valores dos erros de RMSEC e RMSEV para o °Brix foram de 0,3 e
0,28 °Brix respectivamente, para os valores de POL foram de 0,44 e 0,42%
respectivamente, e 0,28 e 0,26% respectivamente para os valores de agucares
redutores. Mesmo com a baixa magnitude dos valores de RMSE apresentados
pelos modelos, os residuos para a determinacdo de agucares redutores nao
seguiram uma distribuicdo normal, o que refor¢a a suspeita de n&o linearidade
do conjunto de dados. Entretanto, com a utilizacdo do teste de Jarque-Berra,
apenas os residuos apresentados pelo modelo de °Brix seguiam uma
distribuicado normal. Os niveis de confianca obtidos para °Brix, POL e RS foram
de 96,9, 958 e 95,6, respectivamente, condizendo com a concordancia
observada entre os valores de referéncia e os previstos pelo método proposto.

Desse modo, concluiram que os modelos desenvolvidos para
determinacdo de °Brix, POL e acucares redutores utilizando o método NIR
combinado com quimiometria, podem ser implementados nas industrias

sucroalcooleiras como uma alternativa aos métodos aplicados atualmente [40].
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2.3 Aplicacdes da técnica LIBS em matrizes de material vegetal

Dentre diversos estudos que mostraram a contribuicdo da técnica LIBS
para matrizes analiticas de material vegetal, pode ser citada, aquele realizado
por Souza et al. [41] que propuseram um meétodo utilizando a técnica LIBS para
determinacao de Silicio (Si) diretamente em pastilhas produzidas a partir de
material de plantas. No estudo dos referidos autores foram utilizadas folhas de
24 variedades de cana-de-acgucar, onde essas passaram por processo de
moagem em moinho criogénico e prensadas em formato de pastilhas. Os
resultados encontrados da curva de calibragao utilizando a linha de emissao do
Siem 212,412 nm, com um valor de correlagao de 0,9807 entre a area do pico
e a fragdo de massa na amostra. Os valores obtidos por espectrometria de
emissdo atdbmica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES, Inductively
Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry) quando comparado aos valores
encontrados por LIBS, ndo apresentaram diferenca significativa aplicando o teste
t de Student’s com 95% de confianga. Assim, os autores consideraram que a
partir dos resultados obtidos, a técnica LIBS pode ser empregada na
determinacao de silicio em folhas de cana-de-agucar de forma rapida e eficiente,
contribuindo para a quimica verde, pois nao ha a geragao de residuos.

Tripathi et al. [16] realizaram um trabalho onde a técnica LIBS foi
empregada na distribuicdo espacial de silicio em folhas de cana-de-agucar de
trés espécies diferentes Saccharum officinarum, Saccharum spontaneum e
Saccharum bengalense. A investigagdo da distribuicdo espacial de silicio nas
folhas foi realizada em varios pontos, como na nervura central, nas marginais e

nas regides das veias. Com os resultados obtidos, foi possivel observar que a
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concentracdo de silicio € maior na regido da nervura central, seguida pelas
regides marginais e das veias. Também foi possivel afirmar, que a espécie S.
officinarum é a que apresenta maior teor de silicio, seguida pelas espécies S.
spontaneum e S. bengalense. Desse modo, foi inferido pelos autores que a
técnica LIBS se apresentou de forma satisfatéria para a anadlise in loco da
distribuicdo espacial de silicio em folhas de plantas [16].

Nunes et al. [42] utilizaram a técnica LIBS na determinagdo de
macronutrientes como fosforo (P), potassio (K), magnésio (Mg) e calcio (Ca) e
micronutrientes como boro (B), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco
(Zn) em folhas de cana-de-acucar. Nesse estudo foram utilizadas 6 amostras de
material de referéncia certificado e 41 amostras de folhas de cana, onde as
folhas foram secas e moidas para que se fossem feitas pastilhas. Varios modelos
de calibracado para cada elemento foram avaliados, por método univariado foi
utilizado a area do pico de emissdo e na calibracdo multivariada o PLS por
intervalos (i-PLS, Interval PLS). As amostras foram analisadas também em ICP
OES para comparagdo dos resultados encontrados com LIBS. Os erros
encontrados para os modelos multivariados foram menores quando comparados
aqueles univariados, com excegéo para o K e o Mg. Comparando os valores
obtidos por LIBS com aqueles por ICP OES, através de um teste t pareado, foi
avaliado que houve diferenga significativa, com 95% de confianga, apenas para
os valores de Mg, entretanto, com 99% de confianga n&o foi observada diferenga
significativa. Deste modo, Nunes et al. concluiram que a técnica LIBS apresentou
bons resultados, principalmente quando utilizada com ferramentas
quimiométricas como PLS e i-PLS na determinagdo de macro e micronutrientes
em folhas de plantas.
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Devey et al. [43] utilizaram a técnica LIBS para a determinagédo de sédio
(Na), potassio (K), manganés (Mn), magnésio (Mg), calcio (Ca), ferro (Fe), cobre
(Cu), zinco (Zn), boro (B), fésforo (P) e enxofre (S) em amostras de pastagem na
Nova Zelandia, Azevém perene (Lolium perenne) e Trevo branco (Trifolium
repens), com um total de 100 amostras, onde elas foram moidas e prensadas
em formato de pastilha. Para a calibragdo, utilizou-se a ferramenta PLS com os
picos de emissao correspondente para cada elemento com suas respectivas
linhas atdbmicas em nm como segue: Na 819,4; K 696,4; Zn 213,8; B 249,7; P
214,9; Cu 324,7; S 921,3 nm; e as linhas idbnicas em nm para Mg 882,4; Ca 212,3;
Mn 257,6 e Fe 248,5. Os valores de referéncias utilizados nos calculos para os
modelos foram obtidos por analise em ICP OES. Os elementos Na, K, Mg, Ca,
B, Mn, Fe e P apresentaram uma boa correlacdo entre os valores encontrados
por LIBS e ICP OES (R? maior que 0,8). O modelo obtido para o Zn e Cu tiveram
uma correlagdo relativamente pobre, com R? de 0,64 e 0,03, respectivamente.
Isto foi atribuido as baixa concentracao desses elementos nas amostras. A baixa
correlagdo obtida no modelo do S (R? de 0,3) foi associada com a linha de
emissao utilizada, onde a melhor opgao seriam linhas menores que 190 nm,
porém o instrumento ndo possibilitou sua aquisicdo. Os autores ainda concluiram
que os elementos Na, K, Mg, Ca e P apresentaram boa acuracia quando
comparados os resultados obtidos por LIBS e ICP OES, Mn, Fe e B se mostraram
aptos para as analises, enquanto Zn, Cu e S apresentaram altos valores de
incerteza, ndo podendo ser considerados adequados.

Pereira et al. [44] empregaram a técnica LIBS com ferramentas
quimiométricas na proposi¢ao de um método para o diagnostico precoce da
doenca Citrus Greening ou Huanglongbing (HLB) causada pela bactéria
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Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) em variedades de citrus, principalmente
em pomares de laranja. As medidas foram realizadas diretamente na regido da
nervura central das folhas provenientes de arvores de laranjeira, sem qualquer
tipo de pré tratamento das amostras. No referido estudo, as plantas sadias foram
discriminadas daquelas inoculadas com a bactéria CLas ainda em fase
assintomatica. As linhas dos elementos que foram responsaveis pela
caracterizagdo das amostras pertencentes ao grupo saudavel foram aqueles a
seqguir: C, Fe, Mn, H, S, N, K e O. Assim sendo, a técnica LIBS foi combinada
com a ferramenta quimiométrica SIMCA (Soft Independent Modelling of Class
Analogy) para proposi¢cao de modelos de classificagao que foram capazes de
diferenciar uma planta saudavel daquela assintomatica com taxas de acerto

entre 82 e 100%.
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3 Parte experimental

3.1 Amostras

O bagaco de cana-de-agucar foi objeto de trabalho deste estudo de
mestrado. Um total de 53 amostras foram gentilmente cedidas no més de junho
de 2014 pela usina Tonon Bioenergia S/A que fica localizada no municipio de
Bocaina no estado de S&o Paulo.

As amostras de bagag¢o de cana-de-acgucar apresentavam uma faixa de
teor de fibras em (%) (g/100g) da ordem de 10,4 a 21,6. A Figura 1 mostra o

material avaliado neste estudo.

Figura 1: Exemplo de amostra de bagago de cana-de-agucar utilizada neste

estudo.

Os parametros necessarios para fins de determinagéo do teor de fibras no

bagaco, através do método de referéncia, foram os seguintes: teor de sdélidos
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soluveis totais (grau Brix), peso do bagago umido e peso do bagago seco. Os
procedimentos para medida destes parametros estdo descritos no Manual

CONSECANA [8] e seguem as normas recomendadas pela ABNT [28].

3.2 Espectroscopia de Emissdo com Plasma Induzido por Laser (LIBS)

O equipamento utilizado para efetuar as medidas LIBS foi um modelo
J200 produzido pela Applied Spectra (Fremont, Califérnia, EUA) constituido de
um espectrdmetro de 6 canais que estdo acoplados a um detector CCD, com
faixa espectral que se estende desde a regido do ultravioleta até o inicio do
infravermelho proximo. Os intervalos para cada canal em comprimentos de onda
sdo: (1) entre 186 e 309 nm, (2) entre 309 e 466 nm, (3) entre 460 e 588 nm, (4)
entre 588 e 692 nm, (5) entre 692 e 834 nm e (6) entre 834 e 1042 nm,
correspondendo a um total de 12288 variaveis. Na Tabela 1 podem ser

verificadas as principais configuragdes deste instrumento.

Tabela 1: Especificagdes do equipamento LIBS utilizado nas medidas.

Fonte do laser Nd:YAG
Comprimento de onda do laser (nm) 1064
Duragao média do pulso (ns) 8

Frequéncia (Hz) 10
Espectrémetro CCD 6 canais
Resolugao dos canais (nm) 0,06 a0,12
Janela espectral (nm) 186,87 e 1042,03
Programa computacional Axiom 2.5
Poténcia maxima do laser (mJ) 100

Tempo de atraso (Delay time) (us) 0,5-2,0
Tempo de integragédo (ms) 1,05
Tamanho do spot (Spot size) (um) 50 — 250
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3.3 Porta-amostra

Um porta-amostra especifico foi confeccionado para as medidas com
LIBS, cujas dimensdes sao 6,0 cm de profundidade, 10,5 cm de largura e 2,5 cm
de altura, constituido de 3 compartimentos, um para cada amostra como
ilustrado na Figura 2. Nesta mesma figura é possivel verificar também que foi
acoplada uma tampa metalica mével com quatro retangulos para compactar o
material e facilitar a identificacdo dos pontos durante o mapeamento, evitando
qualquer tipo de movimentacdo em decorréncia do impacto do laser sobre a
amostra. Vantagem adicional que merece destaque, é que uma massa

representativa do material péde ser avaliada com este tipo de porta-amostra.

wd gz

Figura 2: Porta-amostra utilizado para o mapeamento das amostras de bagago de
cana com a técnica LIBS, onde os circulos amarelos exemplificam possiveis

pontos de incidéncia do laser.

3.4 Programas computacionais utilizados

O programa Excel 2013 (Microsoft, Redmond, EUA) foi utilizado para o
calculo dos espectros médios e a realizagdao do planejamento experimental. O

37



programa Matlab 2010 7.11.0 (R2010b) (The MathWorks, Natick, EUA) foi
empregado para analise exploratoria e também na sele¢do das variaveis para os
modelos de calibragdo multivariada. Para os calculos multivariados também foi
utilizado o programa computacional Pirouette 4.0 (Infometrix, Bothel, EUA). Para
a identificagao das linhas presente nos espectros, foi utilizado o programa Aurora
(Applied Spectra), que possui uma biblioteca ampla, atualizada e foi construida
especificamente para o equipamento LIBS, sob condi¢des reais de trabalho. A
base de dados disponibilizada pelo NIST (National Institute of Standards and

Technology) [45] também foi consultada.

4 Resultados e discussao

As amostras de bagago de cana-de-agucar in natura analisadas foram
resultantes da moagem de cana-de-agucar crua. Este material pode apresentar
em sua composigao centesimal, aproximadamente 46% de fibra, 50% de agua e
os 4% restantes correspondem ao caldo residual [46].

Durante o desenvolvimento deste estudo, dois fatores tiveram que ser
contornados. O primeiro esta relacionado com a presenca de interferentes na
matriz analitica tais como, folhas, palhas, residuos de solo, entre outros, que &
inerente ao processo de colheita. O segundo esta relacionado com o
desenvolvimento do método que se depara com a auséncia de material de
referéncia certificado, o que promove um desafio analitico adicional ao estudo, e
ao mesmo tempo, um carater de ineditismo aos resultados que serdo discutidos

nesta secao.
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Assim, o intuito foi medir as amostras in natura, sem qualquer pré
tratamento do material utilizando um instrumento LIBS. Para que fossem
atingidas as melhores condigdes dos parametros instrumentais na aquisi¢ao dos
espectros foi efetuado um planejamento experimental. As condigbes que eram
passiveis de serem variadas no equipamento eram poténcia do laser, tempo de
atraso na aquisi¢ao dos espectros e tamanho do spot.

O parametro do instrumento LIBS - tempo de atraso pode ser definido
como o tempo entre a incidéncia do pulso de laser e o inicio do registro do
espectro das linhas de emisséo [10], ou seja, o pulso € incidido e a emiss&o n&o
€ simultaneamente registrada, pois a radiagdo do continuo nesta fase ainda é
elevada. Assim, o tempo de atraso é necessario para permitir uma maior relagao
sinal/ruido, ja que um tempo de atraso muito curto permite a detecgéo de linhas
moleculares, um periodo mais longo propicia, além destas, o registro de linhas
de emissao ibnicas e atdbmicas [11].

O tipo de planejamento foi um fatorial completo 23, ou seja, dois niveis
foram testados (baixo e alto) com 3 variaveis, gerando um total de 8
experimentos. Os valores dos niveis mais baixos para aqueles mais altos estao
descritos a seguir: poténcia do laser (mJ) 50 e 75, tempo de atraso (us) 0,5e 1,0
e tamanho do spot (um) 75 e 125.

Para cada experimento do planejamento fatorial 23 foi utilizada como
resposta a norma que foi calculada a partir de um espectro proveniente da média
de 30 medidas. A melhor condi¢gao experimental foi aquela com o maior valor da
norma. Este critério possibilitou selecionar a condicdo experimental, que
proporcionou adquirir os espectros com caracteristicas tais como, maior numero

de linhas de emisséao e sinais com magnitude mais intensa. Para a realizagdo do
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planejamento experimental, os espectros foram avaliados sem qualquer tipo de
pré-processamento ou transformacéo.

O calculo da norma foi feito conforme mostra a Equacgao 2.

|b]| = b2 +b2 +b2...+b? Equacéo (2)

Onde b1, b2, bz € b, sdo as respostas instrumentais obtidas em cada
comprimento de onda [47].

A matriz de planejamento de experimentos pode ser verificada na
Tabela 2, onde os valores sédo codificados em -1 para o nivel baixo e 1 para

o nivel alto.

Tabela 2: Experimentos e variaveis testadas utilizando um planejamento

fatorial completo 23.

Poténciado  Tempo de Tamanho do  Resposta
Experimento

laser atraso spot (Norma)
1 -1 -1 -1 6381,6
2 1 -1 -1 210731
3 -1 1 -1 2119,5
4 1 1 -1 4319,6
5 -1 -1 1 9514,5
6 1 -1 1 23594,0
7 -1 1 1 3159,2
8 1 1 1 11863,4
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Para uma melhor investigagdo sobre as variaveis estudadas, a
contribuigdo dos efeitos de cada variavel e de suas interagdes foram avaliadas,
em fungéo dos valores de z [48, 49], que sao representados por um grafico de

probabilidade, conforme mostra a Figura 3.

2 -
Poténcia do laser (1)
n
1 Tamanho do spot (3)
n
N
% Interagéo 123 |
g 0 T T T - T T
[°) -9000 0 B Interagéo 13 9000
S
[ | Interagao 23
-14 Interagéo 12
n
Tempo de atraso (2) .
-2 - Efeito

Figura 3: Grafico de probabilidade dos valores de efeito e de suas interagdes

para cada variavel avaliada com um planejamento fatorial completo 23.

Com este mesmo gréfico, foi verificado que os efeitos das interagdes de
22 e 32 ordens ficaram proximos aos valores de zero, o que demonstrou que nao
foram significativos para o modelo. A variavel tamanho do spot foi responsavel
por apenas 5% dos efeitos, indicando que ndo representa efeito significativo
sobre a resposta. Assim, optou-se por manter o tamanho do spot no nivel mais
baixo, para garantir maior fluéncia (Energia/Area) nos pontos mapeados da
amostra. Por outro lado, os efeitos principais da poténcia do laser e do tempo de
atraso representaram um total de 83% do total. O parametro da variavel poténcia

do laser deve ser utilizado no seu nivel alto (75 mJ) por apresentar efeito positivo;
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ja o tempo de atraso deve ser empregado no nivel baixo (0,5 ps), uma vez que
seu efeito foi negativo, como pode ser verificado na Figura 3.

A confirmagdo das variaveis que foram efetivamente significativas foi
realizada através do calculo do erro critico, com nivel de 95% de confianga. Por
meio deste critério, foi verificado que os efeitos que apresentam valores em
modulo maiores que 5977 séo significativos, caso das variaveis tempo de atraso
e poténcia do laser, que denotaram efeitos de -9775 e 9919, respectivamente.
Corroborando com estas informacgdes, este mesmo parametro para o tamanho
do spot foi de 3559, dessa forma, esta variavel ndo apresentou efeito significativo
com 95% de confianga [49].

ApoOs a otimizagdo multivariada, foi verificado que as melhores condigdes
experimentais foram alcangadas quando empregada a poténcia do laser no nivel
alto (75 md), o tempo de atraso no nivel baixo (0,5 ys) e o tamanho do spot
utilizado no nivel baixo (75 pm).

Como exemplo, a linha atémica do C (193,01 nm) aumentou em uma
razao de 6 vezes com estas condicbes quando comparada com as outras,
conforme mostrado na Figura 4. Os valores de intensidade minima e maxima
alcancados na aquisicdo dos espectros LIBS foram na média entre 1270 e 6200

em unidades arbitrarias (u. a.) nas condigdes experimentais supracitadas.
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Figura 4. Comparacéao das intensidades dos espectros LIBS apds otimizagao

das condigdes instrumentais com o planejamento fatorial completo 23.

Em geral, aproximadamente 120 espectros foram coletados por amostra
para contornar o efeito da heterogeneidade do material. Apds esta etapa, o
conjunto de dados foi composto por uma matriz X (53 x 12288), onde cada
amostra foi representada por um espectro resultante da média dos pontos
mapeados (Figura 2). Os espectros médios foram normalizados de forma que
todos espectros passaram a ter norma igual a 1 e pré-processados por meio da
centragem na media.

A normalizagdo dos espectros foi imprescindivel, pois medidas
instrumentais estdo sujeitas a interferéncias, tais como possiveis flutuagbes
elétricas, influéncia de ruido, rugosidade da amostra, dentre outras [47]. No caso
dos espectros centrados na média, a meédia de toda a matriz passa a ser zero. E
isto, pode minimizar questdes em relacao as flutuagdes da linha de base, comum

a este tipo de dado [50].
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Na Tabela 3 é possivel verificar as linhas de emissdo que foram

detectadas para as amostras de bagaco de cana-de-agucar, por meio das

medidas com LIBS ja com as condig¢des instrumentais otimizadas.

Tabela 3: Descricdo das linhas de emissao detectadas e seus respectivos

valores de intensidade relativa.

Comprimento  Linhas de NIST Aurora
Elemento de onda emissao:. Intensidade Intensidade
observado Atémica () e . .
a s relativa relativa
(nm) I6nica (1)
C 193,01 | 1000 1300
C 247,82 I 800 9029
Mg 279,56 [l 13 357153
Mg 280,25 [l 12 352473
Ca 393,37 [l 230 850
Ca 396,85 [l 220 822
H 486,13 | 180000 -—-
Na 588,92 [ 80000 10000
Na 589,53 | 40000 10000
H 656,27 [ 500000 2474
N 742,44 [ 685 435
N 744 17 I 785 986
N 746,88 [ 900 1369
K 766,34 I 25 3054
K 769,81 [ 75 1991
O 777,42 [ 870 2141
N 818,80 [ 400 591
N 821,66 [ 570 1141
N 822,30 I 400 605
N 824,14 [ 400 413
O 844,64 I 1000 597
N 859,35 [ 570 ---
N 862,85 | 650 -
N 868,01 I 700 —
N 868,32 [ 650 ---
N 871,17 I 570 -

A Figura 5 exemplifica o perfil de um espectro com norma igual a 1 e

centrado na média. Verificou-se que nao houve qualquer tipo de perda de
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informacgé&o analitica das linhas atdbmicas e ibnicas existentes, e a razao entre as

intensidades foram preservadas.

C ()
247,82
0,08 -
o (l)
777,42
Mg (1) N (1)
- 279,56 742 44
g 0,04- 280,25 744,17 o
2 Na (I) 74688 844,64
[}]
o
3 A
» 0,00 } -
c
3 ca (Il) N (1)
£ C (1) 393,37 H (1) N() 85935
193,01 396,85 656,23 818,80 gg2 85
.0’04- 821,66 868,01
K() | 82230 geg 32
766,34' 824,14 g71 .17
769,82
200 400 600 800 1000

Comprimento de onda (nm)

Figura 5: Espectro LIBS normalizado e centrado na média para amostra de

bagaco de cana com teor de fibras 12,5%.

Para uma avaliagdo inicial dos dados, foi efetuada uma analise
exploratoria utilizando a ferramenta quimiométrica PCA (Principal Component
Analysis) para amostras com teor de fibras (%) entre 10,4 e 21,6 utilizando toda
a faixa espectral, ou seja, as 12288 variaveis, como pode ser verificado nas
Figuras 6 e 7. O grafico dos scores na Figura 6 mostrou que ndo houve formagao
de grupamentos distintos em relagao aos teores de fibras, onde um total de 43%
da variancia foi explicada pelas PC’s 1 e 2. Verificou-se também que, os scores

apresentaram maior dispersao ao longo da PC1 do que em relacéo a PC2. Com
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esta analise, ndo foi detectada a presenca de qualquer amostra anémala

(outlier).
0,15 -
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-0.30 @ Teor de fibra 16,2 - 21,6%
0,1 0,0 0,1 0,2 0,3

PC1 (27%)
Figura 6: Grafico de scores para as amostras de bagaco de cana utilizando as

12288 variaveis.

De acordo com o grafico da Figura 7 para os valores de loadings, as linhas
atbmicas que demonstraram maior peso foram aquelas de C, N, O e K,

juntamente com a linha ibnica de Mg.
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Figura 7: Grafico dos valores de loadings para as amostras de bagacgo de cana

utilizando as 12288 variaveis.

Conforme relatado na literatura cientifica, a concentracdo de macro e
micronutrientes em folhas de cana-de-acucar, pode variar conforme as
variedades, fatores ambientais e tipos de solos [51]. Em analise foliar, realizada
por Moura Filho et al. [51], foram medidos em (g/kg) os elementos N (17,8), P
(2,2),K(10,8), Ca(3,4), Mg (2,4) e S (1,0). As concentra¢des dos micronutrientes
Zn, Cu e Mn em (mg/kg) foram 15, 5,0 e 5,9, respectivamente.

Segundo Benett et al. [52] é possivel extrair a partir de uma tonelada de
toda a planta de cana-de-agucar, 1,2 kg de N, 0,36 kg na forma de P20s, 1,48 kg
de K20, 1,12 kg para CaO, 0,68 kg de MgO e 0,36 kg de S.

Na construcdo de um modelo de calibragao multivariado os dados foram
dispostos de forma semelhante a PCA, onde na matriz X as linhas estédo

representadas pelas amostras e as variaveis pelas colunas. Entretanto, é
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necessaria uma matriz Y, que é o parametro (s) a ser previsto pelo modelo. Neste
estudo os valores de referéncia do teor de fibras foram determinados pelo
método de Tanimoto descrito no manual CONSECANA [8] e foram estes que
constituiram a matriz Y.

O processo de modelamento se da com a construgado de dois conjuntos
de dados: o de treinamento e o de validacdo. De um total de 53 amostras, o
conjunto de treinamento foi composto por 42 amostras, sendo que 11 amostras
ficaram externas a este, constituindo o conjunto de validagéo.

A avaliagdo do modelo de PLS foi realizada por meio dos valores de erros
quadraticos médios (RMSE, Root Mean Squares Error) para o conjunto de dados
da calibracado (RMSEC, RMSE of Calibration), para validagdo cruzada
(RMSECV, RMSE of Cross-Validation) e para o conjunto de validagao (RMSEV,
RMSE of Validation).

Os valores de RMSEC, RMSECV e RMSEV podem ser calculados por

meio das Equacdes 3, 4 e 5 respectivamente:

Equacéo (3)

Equacéo (4)

Equacéo (5)

Onde n é o numero total de amostras do conjunto, Y; é o valor medido

experimentalmente, Y; é o valor previsto pelo modelo e k € o nimero de variaveis

latentes (LV, Latent Variable) utilizadas na constru¢do do modelo PLS.
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A transformacdo e o pré-processamento dos espectros LIBS foram
mantidos conforme efetuado para a analise exploratéria com a PCA. A diferenca
do PLS para o modelo da PCA é que as 53 amostras foram separadas em
conjuntos de treinamento e de validagdo. A composicdo das amostras para
ambos os conjuntos foi aleatoria e compreendeu faixas para o teor de fibras (%)
que variaram entre 10,5 e 21,6 e entre 12,0 e 17,8 para os conjuntos de
treinamento e de validacéo, respectivamente.

A seguir serdo descritos uma série de modelos que foram investigados
para atingir o menor valor de RMSE para a previséo do teor de fibras. Os valores
de residuos foram outra avaliagao levada a respeito, ou seja, a diferenga entre o
teor de fibra obtido experimentalmente e aquele previsto pelo modelo, deveriam
ser os mais baixos possiveis. Para cada modelo foi utilizada uma estratégia
distinta na sele¢cdo de variaveis que estavam relacionadas com as linhas de
emissao dos elementos que foram detectados pela LIBS para o bagago de cana.

O primeiro modelo foi calculado com todas as variaveis (12288), onde
foram necessarias 4 LV com um total de 48% da variancia explicada. Os valores
de RMSE em % para o conjunto de treinamento (RMSEC) e para a validagéo
cruzada (RMSECV) foram aproximadamente da mesma ordem, igual a 2,4 e
para o de validagdo (RMSEV) foi de 3,1%. Os valores de RMSE apresentaram
diferentes magnitudes entre os conjuntos de treinamento e validagdo. Este
resultado indicou, que o modelo previsto ndo conseguiu prever apropriadamente
os valores de referéncia, com valores de residuos entre -6,3 e 4,0% para o
conjunto de treinamento e -2,0 e 5,8% para o conjunto de validagao.

No segundo modelo avaliado, utilizou-se uma selegdo de variaveis
baseada nos valores de loadings obtidos na PCA tendo como referéncia a linha
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atomica do C em 193,01 nm. Sob este critério foram selecionadas variaveis
considerando valores em mdédulo, maiores que 0,05, que totalizaram 114. O
numero de LV empregadas foram 2, cuja varidncia explicada atingiu 78%. Os
valores em % de RMSEC, RMSECV e RMSEV foram 3,0, 2,9 e 26,
respectivamente para este modelo. Entretanto, verificou-se que mesmo com
uma menor magnitude dos erros de RMSE, quando comparado ao modelo
anterior, os residuos foram altos, da ordem entre -4,4 e 7,9% para o conjunto de
treinamento e entre -2,3 e 5,2% para o de validacio.

Uma terceira proposta foi aquela envolvendo as linhas de emissao dos
constituintes majoritarios da fibra do bagago, sendo estes os elementos C, H e
O, representados pelas linhas de C (1) 193,01 e 247,82 nm, H (I) 486,13 e 656,27
nme O (I) 777,42 e 844,64 nm. Apos a selegdo destas linhas, foi gerada uma
matriz de 53 x 446. Um total de 4 LV explicou 48% da variancia dos dados. Os
valores (em %) dos RMSECV, RMSEC e RMSEYV foram 2,3, 2,4 e 3,2. Neste
modelo, n&o foi verificada uma melhora no modelo de previsao visto que os
residuos foram entre -6,2 e 4,5% e entre -2,2 e 5,9% paras o conjunto de
treinamento e de validacio, respectivamente.

Foi realizada uma quarta avaliagdo utilizando as seguintes linhas de
emissao que foram detectadas para os macronutrientes: Mg (I1) 279,56 e 280,25
nm, Ca (1) 393,37 e 396,85 nm, N (l) 742,44, 744,17, 746,88, 818,80, 821,66,
822,30, 859,35, 862,85, 868,01 € 868,32 nm e K (I) 766,34 e 769,81 nm com um
total de 172 variaveis. Foram utilizadas 2 LV, que acumularam um total de 92%
da variancia explicada dos dados. Os valores encontrados de RMSECV, RMSEC

e RMSEV (em %) foram de 2,7, 2,9 e 2,5, respectivamente. Os valores de
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residuos para os conjuntos de treinamento e de validagdo foram entre -5,2 e
6,8% e entre -1,4 e 4,3% respectivamente.

Para fins comparativos, um quinto modelo foi calculado utilizando as
linhas de emissao dos micronutrientes representadas somente pelo elemento Na
(1) 588,92 e 589,53 nm, totalizando 11 variaveis. Com este numero de variaveis
foi necessaria apenas 1 LV correspondendo a 64% da variancia explicada. Os
valores de RMSECV e RMSEC foram aproximadamente 2,7% para ambos, e o
valor de RMSEV calculado foi de 2,4%. Particularmente neste modelo, os valores
previstos pelo modelo PLS ficaram entre 11,6 e 14,7% para o conjunto de
treinamento. Visto que a faixa dos valores de referéncia era mais ampla, variando
entre 10,5 e 21,6%, o que evidenciou que o modelo nao refletiu as diferencas
apresentadas pelos valores de referéncia.

Com os modelos estudados até este ponto, verificou-se que a escolha das
linhas de emissao mais representativas precisariam ser melhor exploradas com
um modelo mais robusto.

Assim sendo, como alternativa, optou-se também em construir os
modelos multivariados utilizando um PLS por intervalos (i-PLS), onde o espectro
foi dividido em n intervalos iguais que foram combinados entre si [53],
configurando-se como a sexta avaliagao.

Com esta ferramenta quimiométrica, cada intervalo representou uma faixa
de comprimento de onda. A vantagem do i-PLS é que este pode ampliar uma
possibilidade de combinagcdes de modelos, explorando toda a informacao
analitica gerada pelas linhas de emissdes de elementos quimicos distintos,

inclusive levando em consideragao possiveis efeitos interelementares [42].
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Neste contexto, os espectros LIBS foram divididos em 5 intervalos iguais
conforme mostra a Figura 8, com os quais foram calculados 5 modelos
individuais com cada uma das faixas espectrais, 10 modelos utilizando
informagédo de comprimentos de onda de 2 faixas espectrais diferentes, 10 com

combinacdes de 3 intervalos e 5 modelos com 4 intervalos.
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Figura 8: Exemplo de um espectro LIBS evidenciando os 5 intervalos com
comprimentos de onda distintos que foram combinados para os modelos i-

PLS.

Por meio destes novos modelos, duas linhas de emissao idnicas que
apresentaram grande importancia foram as do Mg nos comprimentos de onda
(nm) de 279,56 e de 280,25. O Mg € um dos macronutrientes essenciais para o
crescimento e desenvolvimento das plantas. O referido elemento é encontrado

na molécula da clorofila e atua como cofator em diversos processos enzimaticos,
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sendo responsavel também pela agregagdo de subunidades dos ribossomos
necessarios para a sintese proteica [54].

A Tabela 4 descreve detalhadamente a faixa espectral de cada um dos
intervalos, com as respectivas linhas de emissao de cada elemento quimico que

foram detectadas para as amostras de bagacgo de cana.

Tabela 4: Descri¢cao das faixas espectrais e linhas de emissao detectadas nos

intervalos avaliados nos modelos i-PLS.

Intervalo Faixa (nm) Linhas de emissao observadas (nm)

C (1) 193,01 e 247,82, Mg (1l) 279,56 e

1 186,87 — 341,10
280,25
2 341,18 — 516,62 Ca (Il) 393,34 e 396,85, H (1) 486,13
3 516,69 — 657,67 Na (1) 588,92 e 589,53, H (I) 656,27
N () 742,44, 744,17, 746,88, 818,80,
4 657,72 — 849,48 821,66 e 822,30, K (1) 766,34 e 769,81, O
() 777,42 e 844,64,
N (I) 859,35, 862,85, 868,01, 868,32 e
5 849,57 — 1042,03

871,17

Na Figura 9 sédo avaliadas a magnitude dos valores de RMSECV dos 30

modelos resultantes das combinagdes dos intervalos determinados no i-PLS.
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Figura 9: Valores de RMSECYV para os 30 modelos avaliados no i-PLS.

Observando a Figura 9 e também a Tabela 5, onde sdo resumidos os
resultados dos melhores modelos calculados pelo i-PLS, o modelo utilizando a
combinacgao dos intervalos 1 e 3, apresentou a magnitude do valor de RMSECV
na ordem de 2,2%, esta faixa contém as linhas atdmicas de C, Na e H e a ibnica
de Mg. Os valores calculados foram da ordem de 2,3% para o RMSEC e 2,7%
para o RMSEV. A partir dos valores obtidos, foi verificada a mesma magnitude
dos erros de RMSE encontrados. Os residuos variaram entre -4,2 e 4,9% para o

conjunto de treinamento e entre -2,9 e 4,4% para o de validagéo.
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Tabela 5: Resumo dos modelos mais promissores calculados pelo i-PLS.

Variancia
RMSEC RMSECV RMSEV
Combinagdes Variaveis LV  explicada

%) ) (%)

(%)
1-2-5 7388 3 43 2,2 2,1 2,9
1-2-3-5 9838 3 38 2,2 2,1 2,8
1-3-5 7388 3 40 2,2 2,1 2,7
1-3 4900 3 43 2,3 2,2 2,7
1-2-3 7350 3 40 2,3 2,2 2,7

Estes resultados sao coerentes com a matriz analitica em questao, pois a
fibra do bagaco apresenta grande quantidade de C em sua composic¢ao, e o Mg
esta intimamente ligado a molécula de clorofila, assim como a presenca de linhas
de H sao explicadas devida a umidade nas amostras e também pela composigcao
quimica das moléculas de celulose, hemicelulose € lignina [5, 21, 22, 51].

Desta forma, com o uso da LIBS foi possivel avaliar toda a composicao
quimica da amostra, levando-se em conta as linhas de emissao referente a parte
organica e inorganica. Os modelos calculados empregando apenas os
constituintes majoritarios (linhas de C, H e O) ou somente aqueles inorganicos
(macro e micronutrientes) apresentaram bons resultados, entretanto, os valores

dos residuos foram altos. Denota-se que a utilizagdo das informagdes espectrais
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combinadas proporcionou uma melhora significativa em modelos com valores de
residuos mais baixos.

O sétimo e ultimo modelo foi calculado utilizando o critério de selecao de
variaveis a partir dos valores dos coeficientes de regressao obtidos pelo calculo
do PLS empregando todas as variaveis do espectro, tendo novamente como
referéncia a linha atémica do C em 193,01 nm. A Figura 10 mostra os resultados
para os teores de fibra previstos por este modelo PLS com coeficiente de
correlacéo de 0,6. Este foi considerado o melhor dentre todos aqueles avaliados
pois, com 3 LV, que acumularam um total de 41% da variancia explicada foram
atingidos os valores de RMSECV e RMSEC mais concordantes entre si, de 2,1%

e de 2,2%, respectivamente.
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Figura 10: Comparagao entre os valores de referéncia e aqueles previstos

pelo modelo PLS utilizando a selecdo de 119 variaveis para o conjunto de

treinamento.
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As variaveis que apresentaram valores maiores, em maodulo, que 1,0
foram mantidas, dessa forma, foram selecionadas 119 variaveis. Nesta nova
selecdo de variaveis foram incluidas as seguintes linhas de emissédo: C (1) 193,01
e 247,82 nm, Mg (Il) 279,56 e 280,25 nm, Ca (ll) 393,37 e 396,85 nm, Na (I)
588,92 e 589,53 nm, H(l) 656,27 nm, N (I) 744,17, 746,88, 821,66 e 868,32 nm
e K(l) 766,34 e 769,81 nm.

Com a Figura 11 podem ser verificados os teores de fibras previstos pelo
modelo PLS com as 119 variaveis para as amostras que compuseram o conjunto

de validagdo com magnitude de 2,4%.
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Figura 11: Comparagao entre os valores de referéncia e aqueles previstos
pelo modelo PLS utilizando a selegdo de 119 variaveis para o conjunto de

validacao.
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A distribuicdo dos residuos para este ultimo modelo foi aleatéria, tanto
para o conjunto de treinamento como para o de validagcdo, como pode ser

confirmado por meio das Figuras 12a e 12b.
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Figura 12: Valores de residuos para os conjuntos de treinamento (a) e de
validagao (b), em relagao aos valores previstos pelo modelo PLS, utilizando a

selecao de 119 variaveis.
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Em ambos os casos foi verificado que os residuos ndo apresentaram
heterocedasticidade, o que significa que ndo possuiam tendéncia de serem altos
quando os valores do teor de fibras eram maiores e vice-versa.

Vale ressaltar que estes modelos tentaram se aproximar ao maximo da
realidade de uma usina sucroalcooleira. Por conseguinte, todos estes resultados
demonstram potencialidade para prever o teor de fibras, com base em seus
constituintes elementares detectados pela técnica LIBS e ainda considerando
interferentes e umidade como abordado no inicio desta secao.

A Tabela 6 resume todos os parametros avaliados para cada um dos
modelos investigados neste estudo de mestrado, na sequéncia em que foram
discutidos, evidenciando o numero de variaveis envolvidas, os valores de RMSE

e os de residuos.
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Tabela 6: Comparacgao de todos os modelos investigados neste estudo de mestrado.

. RMSEC RMSECV RMSEV Faixa dos valores de residuos (%)
Modelo Variaveis : : : E—
%) (%) (%) Conjunto de treinamento  Conjunto de validagao

(1) Todo espectro 12288 24 24 3,1 -6,3e4,0 -2,0e 5,8
(2) Valores de loadings >

114 3,0 29 2,6 -44e7)9 -2,3e5,2
0,05
(3) Constituintes

o 446 24 2,3 3,2 -6,2e4,5 -2,2e5,9

majoritarios
(4) Macronutrientes 172 2,9 2,7 2,5 -5,2e6,8 -1,4e4,3
(5) Micronutrientes 11 2,7 2,7 24 -36e7,5 -2,1e4,8
(6) i-PLS (1-3) 4900 2,3 2,2 2,7 -42e49 -29e4.4
(7) Coeficientes de

119 2,2 2,1 24 -48e4,2 -1,9e4,3

regressao > 1,0
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5 Conclusdes

Com as ferramentas quimiométricas utilizadas nesta dissertacéo, tais
como o planejamento fatorial, pode-se verificar que o parametro instrumental
tamanho do spot n&o apresentou efeito significativo. Ja a poténcia do laser e o
tempo de atraso, devem ser empregados nos niveis alto e baixo,
respectivamente.

Ao todo foram propostos sete modelos multivariados por meio de
abordagens distintas. Nestes modelos foram utilizados espectros LIBS,
correlacionados aos valores de referéncia medidos pelo método padréao para o
teor de fibras em bagaco de cana-de-agucar.

Um melhor resultado foi alcangado com erros quadraticos da ordem de
2%, com uma selecao de variaveis a partir dos valores dos coeficientes de
regresséo que teve como referéncia a linha atémica do C (193,01 nm).

Limitacbes importantes da matriz analitica sob estudo foram contornadas,
tais como a presenca de interferentes, a umidade e principalmente o efeito da
geometria da amostra.

Este estudo ampliou uma perspectiva na determinacao do teor de fibras
em bagaco de cana-de-agucar para as usinas sucroalcooleiras, visto que ainda

nao existe um material de referéncia com uma boa identidade de matriz analitica.
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