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RESUMO

AVALIAGAO DO USO DE LASER-INDUCED BREAKDOWN SPECTROSCOPY
(LIBS) e WAVELENGTH DISPERSIVE X-RAY FLUORESCENCE (WDXRF) NA
ANALISE DIRETA DE COUROS NATURAIS E SINTETICOS. O objetivo dessa tese
de doutorado foi o desenvolvimento de procedimentos analiticos para analises
qualitativas e quantitativas de amostras de couros utilizando as técnicas LIBS e
WDXRF para analise direta das amostras solidas. A primeira parte deste trabalho
relata o desenvolvimento de modelos de classificagao para a predicdo de parametros
de qualidade de couros bovinos e ovinos curtidos com Cr. No total, 375 amostras de
couro foram analisadas por LIBS e trés modelos de classificacdo foram desenvolvidos
utilizando valores de referéncia obtidos por testes fisico-mecanicos (métodos oficiais
para atestar a qualidade de couros): K-ésimos vizinhos mais préximos (KNN), soft
independent modeling of class analogy (SIMCA) e analise discriminante pelo método
de quadrados minimos parciais (PLS-DA). Os modelos tiveram resultados satisfatorios
com porcentagens de predi¢ao corretas variando de 75 (SIMCA) a 80% (PLS-DA) para
amostras de calibragdo e 72 (SIMCA) a 81% (KNN) para amostras de validagéo. A
segunda parte tratou do estabelecimento de um procedimento de preparo de amostra
para couros, no qual utilizou-se digestdo com HNOs e H202. No procedimento
experimental foram avaliadas 60 amostras e a faixa de concentracdo dos elementos
determinados usando inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP
OES) foram as seguintes (mg kg™): Al: 94-1.011; As: <LOD-13; Ba: <LOD-40; Ca:
<LOD-3.348; Cr: 10-23.407; Cu: <LOD-15; Fe: 32-831; Mg: <LOD-1.126; Ni: <LOD-5;
Pb: <LOD-25; Sb: 31-318; Sr:<LOD-9; Ti:<LOD-6; Zn: <LOD-186 e Cd estava em
niveis de concentracado inferiores ao limite de deteccdo (<LOD). A terceira parte
descreve a determinacao de Al, Ca, Cr, Fe, Ti e Zn utilizando WDXRF. Modelos de
calibracdo foram desenvolvidos com concentragdes de referéncia determinadas por
ICP OES obtidas no estudo anterior. Apesar de tentativas realizadas com o objetivo
de desenvolver modelos de calibragao para a determinacgao direta de Al, Ca, Cr, Fe,
Ti e Zn, somente foi possivel obter modelos de calibracao satisfatérios para Cr com
as seguintes figuras de mérito: a) equacao da curva: [Cr]= (43,9 £ 1,0) x + (19.583 +
14.600); b) coeficiente de correlagdo linear de 0,9901; c) capacidade preditiva
baseada no erro padréo de validagéo (SEV) de 628 mg kg™'; ¢c) LOD de 30 e limite de
quantificagéo (LOQ) de 100 mg kg™'; d) tipo do sinal usado: altura do pico; e) faixa de
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concentragédo de Cr determinada: SEV a 21.638 mg kg-'. Na quarta parte é proposto
a avaliacdo de couros sintéticos e nove amostras foram analisadas utilizando ICP
OES, LIBS e WDXRF combinadas com analise por componentes principais (PCA). As
concentragbes dos elementos determinados nos couros sintéticos pelo ICP OES
foram as seguintes (mg kg'): Ca: 770-112.233; Cr: 13-24.732; Mg: 165-18.834; Ba:
<LOD-4.606; Pb: 2,8-2.484; Al: 147-1.607; Fe: 130-1.015; Zn: <LOD-528; Sb: 22-262;
Cu: <LOD-163; As: <LOD-121; Sr: <LOD-104; Ti: <LOD-48; Cd: 4,1-27; Mn: <LOD-
27, Co: <LOD-3,9 e Ni <LOD. A PCA avaliou as amostras quanto a composigcao
quimica obtida quantitativamente pelas concentragcdes do ICP OES e qualitativamente
pelos espectros LIBS ou WDXRF. Os métodos propostos apresentam elevada

frequéncia analitica, simplicidade e atendem os principios da quimica verde.
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE USE OF LASER-INDUCED BREAKDOWN
SPECTROSCOPY (LIBS) AND WAVELENGTH DISPERSIVE X-RAY
FLUORESCENCE (WDXRF) FOR THE DIRECT ANALYSIS OF NATURAL AND
SYNTHETIC LEATHERS. The aim of this doctoral thesis was the development of
analytical procedures for the qualitative and quantitative analysis of leather samples
using LIBS and WDXRF techniques for direct analysis of solid samples. The first part
of this work reports the development of classification models for the prediction of quality
parameters of bovine and ovine leather tanned with Cr. In total, 375 leather samples
were analyzed by LIBS and three classification models were developed using
reference values obtained by physical-mechanical tests (official methods to certify the
quality of leathers): K-nearest neighbors (KNN), soft independent modelling of class
analogy (SIMCA) and discriminant analysis by least squares method (PLS-DA). The
models had satisfactory results with correct prediction percentages ranging from 75
(SIMCA) to 80% (PLS-DA) for the calibration samples and from 72 (SIMCA) to 81%
(KNN) for the validation samples. The second part deals with the establishment of a
sample preparation procedure for leathers, in which digestion with HNO3 and H202 was
used. In the experimental procedure 60 samples were evaluated and the concentration
range of the elements determined using inductively coupled plasma optical emission
spectrometry (ICP OES) were as follows (mg kg™'): Al: 94-1,011; As: <LOD-13; Ba:
<LOD-40; Ca: <LOD-3,348; Cr: 10-23,407; Cu: <LOD-15; Fe: 32-831; Mg: <LOD-
1,126; Ni: <LOD-5; Pb: <LOD-25; Sh: 31-318; Sr: <LOD-9; Ti: <LOD-6; Zn: <LOD-186
and Cd was at concentration levels below the limit of detection: (<LOD). The third part
describes the determination of Al, Ca, Cr, Fe, Ti and Zn using WDXRF. Calibration
models were developed with reference concentrations determined by ICP OES
obtained in the previous study. In spite of attempts made to develop calibration models
for the direct determination of Al, Ca, Cr, Fe, Ti and Zn, it was only possible to obtain
satisfactory calibration models for Cr with the following figures of merit: a) calibration
curve: [Cr]= (43.9 = 1.0) x + (19,583 + 14,600); b) linear correlation coefficient of
0.9901; c) predictive capacity based on the standard validation error (SEV) of 628 mg
kg™; c) LOD of 30 and limit of quantification (LOQ) of 100 mg kg™'; d) type of signal
used: height; e) concentration range of Cr determined: SEV at 21,638 mg kg™'. The
fourth part proposed the evaluation of synthetic leather and nine samples were
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analyzed using ICP OES, LIBS and WDXRF combined with principal component
analysis (PCA). The concentrations of the elements determined in samples of synthetic
leather by ICP OES were as follows (mg kg'): Ca: 770-112,233; Cr: 13-24,732; Mg:
165-18,834; Ba: <LOD-4,606; Pb: 2.8-2,484; Al: 147-1,607; Fe: 130-1,015; Zn: <LOD-
528; Sb: 22-262; Cu: <LOD-163; As: <LOD-121; Sr: <LOD-104; Ti: <LOD-48; Cd: 4.1-
27; Mn: <LOD-27, Co: <LOD-3.9 and Ni was at concentration levels <LOD in all
samples. The PCA evaluated the samples regarding the chemical composition
obtained quantitatively by the concentrations of ICP OES and qualitatively by the LIBS
or WDXRF spectra. The proposed methods present high analytical frequency,

simplicity and are in accordance with the principles of green chemistry.
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Capitulo 1
Introducao



1 - Introdugao

Os curtumes foram wuma das primeiras atividades industriais
desenvolvidas pelo homem' e a transformacgdo de pele em couro é uma atividade
conhecida desde a pré-histéria. Estudos descrevem que durante aquele periodo se
adicionava fumaca, 6leos e graxas as peles para conserva-las por mais tempo. Além
disso, eram utilizados residuos de vegetais e solo com a mesma finalidade, o que
caracterizou o surgimento dos curtimentos vegetais e minerais, respectivamente?.

Atualmente a industria de couro é um importante seguimento da
economia e compde uma versatil cadeia produtiva. Além da pecuaria de corte e dos
frigorificos, incluem a industria quimica, fornecedores de varios tipos de couros e peles
e também producéo de maquinas e equipamentos?. O produto final (couro) é utilizado
para producao de calcados, artefatos, moveis, roupas, bolsas, cintos e estofamentos
de automdveis*.

O Brasil € um dos principais produtores de carne no mundo,
consequentemente, a exportacdo de couros e peles no pais é bastante expressiva.
Em 2017 foram exportados US$ 1,9 bilhdo de ddlares em couro, o que representa
202,3 milhdes de metros quadrados dessa matéria prima, esse numero foi 4,3% maior
que em 2016. E para o ano de 2018 as expectativas sdo de um crescimento ainda
maior e de janeiro a julho deste ano foram exportados cerca de 105 milhdes de metros
quadrados®. Estes nimeros expressivos refletem a importancia desta matéria prima
para a economia do pais.

Na producgao de couro, sdo necessarias varias etapas para converter a
pele crua em couro acabado, como operagdes de pré-curtimento, curtimento, pds-
curtimento e acabamento®. O curtimento da maioria das peles é realizado com sais de
cromo, mas sais de outros metais, taninos vegetais e outros curtentes também podem
ser usados. Nestes processos, metais, elementos essenciais e toxicos sao
adicionados, podendo ser incorporados ao couro’.

A técnica ICP OES é a que mais se destaca na determinacdo de
elementos em couro’™'2, mas outras técnicas como microwave induced plasma optical
emisson spectrometry (MIP OES)'® e flame atomic absorption spectrometry (FAAS)'*
tém sido empregadas com este proposito. Embora as técnicas anteriormente
mencionadas sejam eficientes, amplamente difundidas e consolidadas em
laboratérios analiticos, tais métodos necessitam que a amostra seja convertida em

solucdo antes da introducdo no equipamento. A decomposicdo da amostra é
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normalmente realizada com solugdes acidas e aquecimento em bloco digestor ou
forno de micro-ondas (decomposig&o por via umida). As varias etapas necessarias no
preparo da amostra sdo responsaveis pelas maiores fontes de erros na sequéncia
analitica e elevam o tempo e os custos da analise’®. Nesse sentido, é crescente a
busca por técnicas que permitam determinar a composi¢cao elementar de uma amostra
com minimo ou nenhum preparo.

A analise direta da amostra usando LIBS e WDXRF sédo opg¢des
atraentes, que praticamente ndo destroem a amostra, pequena quantidade de material
€ necessaria na analise, sdo multielementares, rapidas e ha a possibilidade de uso de
equipamentos portateis em campo, ampliando as possibilidades de aplicacdo. Além
disso, os riscos de contaminacgao, perdas de analitos por volatilizagao, periculosidade
ao analista e geragao de residuos sao drasticamente minimizadas por evitar o uso de
reagentes para a decomposigdo da amostra™.

Recentes aplicacbes tem demonstrado a versatilidade da técnica LIBS
em analises de explosivos'®, plantas aromaticas'’, pedras preciosas e vidro'8, farinha
de trigo'?, fita adesiva?®, areia?!, fertilizante??, solo?3, dentre outros. WDXRF também
tem sido aplicado em diferentes amostras sélidas como aditivos de corantes?*,
cabelo?®, carvao?®, solo?’, rocha??, sedimento?®, suplemento mineral bovino® dentre
outros.

Diante da variedade de aplicagbes e ampla possibilidade de exploracéo
de ambas as técnicas, nessa tese de doutorado, LIBS e WDXRF foram utilizadas para
a analise direta de diversos tipos de couros: provenientes de ovinos, de bovinos,
couros curtidos com cromo, couros curtidos com taninos vegetais e couros sintéticos.
Os espectros gerados foram avaliados com o auxilio de ferramentas quimiométricas.

Amostras sélidas normalmente apresentam interferéncias matriciais
devido a falta de homogeneidade e a quimiometria é aplicada no tratamento de dados
minimizando os efeitos da heterogeneidade da amostra. Planejamentos fatoriais,
analise exploratoria de dados, métodos de calibragdo multivariada e modelos de
classificagdo sao as ferramentas frequentemente aplicadas ao tratamento de dados.






Capitulo 2
Revisao Bibliografica



2 - Revisao Bibliografica
2.1 - Couro: Processo de fabricagao

O processo que permite transformar pele em couro € composto por
diversas etapas, como mostradas no fluxograma da FIGURA 2.1.1. Cada uma das
etapas é constituida por processos quimicos e/ou fisicos que objetivam conservar,
hidratar, limpar, estabilizar, colorir, amaciar, fornecer elasticidade, beleza,
flexibilidade, resisténcia e dar brilho ao couro3'. Dessa forma, a pele crua vulneravel
a decomposigao é transformada em um material quimicamente estavel, o couro®2, com
caracteristicas que possibilitam seu uso em diversos setores da confeccado como

vestuario e calgados, entre outros?'.

Conservagio + Adigdo de sal a pele permitindo sua conservagao,

Remolho + Reidratagdo da pele;

NN

Caleiro r sio adicionados cal, hidroxido de calcio, sulfeto de sddio, aminas, enzimas
e tensoativos gque removem gquimicamente os pélos;
 S—
+ Remogdo das substincias alcalinas empregadas para depilagdo durante
Desencalagem a etapa de caleiro na forma de sais soliveis;
—
] . - g =
*Limpeza das peles (restos de pélos, materiais queratinosos, gordura,
Puroa entre outros), enzimas proteoliticas sao adicionadas para remogao da
\ gordura natural;
" N -Ad|§.ao de acidos organicos e inorganicos e cloreto de sodio. A acidez
Piguel necessaria ao curtimento deve serajustada a pH =3 para curtmento com
L ) Cr e a pH =4 para curtimento com taninos vegetais;
s ~

+ ) curtente reage com a pmtema da pele proporcionando a estabilizagio
Curtimento da estrutura. Em seguida ha uma etapa de neutralizagio do pH utilizando
substincias basicas;

N

«Um novo curtimento & realizado. Nessa etapa sdo definidas parte das

Recurtimento | - racteristicas do couro (maciez, elasticidade, resisténcia fisico-mecanica)

Tingimento + Adigdo de pigmentos para conferir ao couro a coloragao desejada;

 Adigdo de lubrificantes, dleos, gorduras ou graxaao couro, com o objetivo

Engraxe de proporcionar maciez e maleabilidade;

\/\/\/

/—-l »Melhorar a superficie do couro {homogeneizagao da cor, brilho, toque
Acabamento adequado, etc). O couro & secoao arlivre ou em eatufﬂs é Imado e
recebe aplicagdo de resinas e lacas.Em seguida é levado a uma prensa

\-—-T guente paraa polimerizagao e fixagao

FIGURA 2.1.1 - Principais etapas do processo que transforma pele em couro acabado.



Esses processos quimicos e fisicos s&o realizados dentro de grandes
reatores denominados de fuldo, que geralmente sao feitos em madeira ou aluminio.
Nesse processo as peles sao tratadas com varios reagentes quimicos, como
solventes, corantes, acidos, bases, curtentes como sais de cromo e taninos e uma
infinidade de outros reagentes em solugéo aquosa®.

Durante cada etapa do processo de curtimento € gerada uma grande
quantidade de aguas residuais, residuos solidos, compostos organicos volateis e
produtos quimicos téxicos®. Esses s&do responsaveis por causar impactos ambientais
no solo, vegetagao, rios e sedimentos quando o descarte € realizado de forma
inadequada, além disso, contribuir fortemente para o aumento de sélidos totais
dissolvidos, demanda quimica de oxigénio, sulfatos, cloretos, emissées gasosas e
metais toxicos no ambiente®.

A etapa de curtimento € particularmente importante, pois é nela que
substancias denominadas curtentes sédo adicionadas. Os curtentes sao responsaveis
por tornar a pele n&o vulneravel a microrganismos, ou seja, um produto permanente
e imputrescivel?. Varios curtentes podem ser utilizados e s&o divididos em duas
classes, curtentes inorganicos ou minerais, formados por sais de cromo, aluminio,
zirconio, ferro, titanio, e curtentes organicos. Estes ultimos sdo constituidos por
taninos vegetais, taninos sintéticos, aldeidos, oxazolidinas, resinas, oleo de elevado
indice de iodo, entre outros?. Varios curtentes podem ser empregados, entretanto os
mais utilizados e que merecem maior destaque sao aqueles a base de sais de cromo

e taninos vegetais.

2.1.1 - Curtimento de couros com sais de cromo

Os taninos vegetais tem sido utilizados no curtimento de couros a
milhares de anos, no entanto a partir de 1858, com a descoberta de que sais de cromo
poderiam ser utilizados como curtente, este passou a substituir o uso dos taninos,
devido a sua versatilidade34.

Atualmente o curtente mais utilizado é o sulfato basico de cromo
trivalente (Cr(OH)SOa4) e cerca de 90% do couro produzido no mundo é curtido com
cromo®2. Isso se deve ao fato de que o material curtido com cromo apresenta

qualidade, tais como maciez, resisténcia e elasticidade, aliada ao baixo custo, quando



comparado a outros curtentes3%. Os couros curtidos com Cr recebem o nome de wet
blue devido ao aspecto Umido e azulado apds o processo®*.

As peles entram em contato com o banho de curtimento com pH entre 2
e 3, o que possibilita que o sulfato basico de cromo possa penetrar sem que haja
deposigao sobre a superficie. Posteriormente, o pH é gradualmente elevado e nesta
etapa tem-se a reagdo do complexo de Cr com proteina (FIGURA 2.1.1.1), na qual se

liga diretamente ao grupo carboxilico do colageno®.

®
H (?\I NH
AN PO MO _HO e O _CH/ 3
/CH —C _Cr, G, Cr_ ~C ~c
CH, 0~ "oH oH o Ha
\ A A }
| / [
Proteina Complexo de Cromo Proteina

FIGURA 2.1.1.1 - Complexo de cromo formado com a proteina da pele no processo
de curtimento.

O curtimento utilizando sais de cromo (lll) esta bem consolidado,
entretanto é preciso considerar a presencga de Cr (VI) no couro. Enquanto o Cr (lIl) é
considerado essencial na dieta humana, o Cr (VI) é carcinogénico devido a facilidade
de penetracdo de membranas e forte capacidade oxidante, provocando toxidez a pele
e ao trato respiratério®.

Os trés metais mais comuns responsaveis por causar alergia na
populagdo em geral sdo Ni, Co e Cr, e estima-se que 1-3% sao alérgicos ao Cr¥, fato
que deriva principalmente de dois tipos de exposigao, cimento e artigos de couro. Em
um estudo realizado pelo Instituto Federal Alemao de Avaliagcdo de Risco verificou-se
que produtos feitos de couro que ficam em contato direto com a pele como luvas,
sapatos ou pulseiras de relégio, contém altos niveis de Cr (VI). O estudo foi realizado
durante seis anos e Cr (VI) foi detectado em mais da metade das 850 amostras
analisadas e em um sexto delas, os niveis encontrados foram superiores a 10 mg
kg™! 3. Quando as concentragbes de Cr (V1) eram da ordem de 5 mg kg™!, metade dos
individuos sensibilizados avaliados apresentaram reagdes alérgicas na pele®. Esse
valor excede o limite de 3 mg por kg de couro, de acordo com as recomendagdes da

norma ISO (organizagao internacional de padronizagéo) 17075394,



2.1.2 - Fontes de Cr (VI) em couro

No curtimento, somente o Cr trivalente (lll) é utilizado como curtente,
enquanto o Cr hexavalente (VI) no é utilizado e ndo tem efeito curtente*'. Contudo,
varios estudos tém apontado a presencga de Cr (VI) em couros. Essa constatacao néo
era esperada, considerando que o curtimento com sais de Cr é feito em pH acido e a
pele de animais € constituida principalmente de matéria organica. Assim, espera-se
que todo o Cr permanecga em seu estado trivalente, termodinamicamente estavel'.

Segundo LUI*?, o Cr (VI) pode ser incorporado ao couro por fontes
externas como o uso de corantes e pigmentos ou pode ser resultado de processos
quimicos que ocorrem durante a etapa de curtimento em si. Por exemplo, a interagao
entre os varios produtos quimicos pode produzir radicais livres com efeito oxidante, e
que pode ser intensificado pela flutuacdo dos valores de pH durante os varios
processos*?. Finalmente a oxidagdo ainda pode ocorrer apdés o couro ser
comercializado, pois Cr (lll) pode continuar a oxidar, particularmente quando exposto
a luz, temperaturas elevadas, dentre outros fatores*2.

A maior parte do Cr (lll) forma um complexo com a proteina da pele,
dessa forma, somente o excesso estara disponivel para oxidagdo*3. Além disso, a
oxidagao direta para a forma hexavalente nesse caso, € muito improvavel porque a
velocidade da reagéo é extremamente lenta®3. O equilibrio entre Cr (lll) e Cr (VI) em
condi¢gdes normais esta praticamente voltado para a formagao do Cr (Ill). Somente em
condi¢cbes atipicas, tais como temperaturas elevadas aliada a um pH alcalino
poderiam causar formagdo detectavel de Cr (VI)*3. Especificamente, somente
temperaturas acima de 500 °C permitiriam a reacdo espontanea de oxidagao do Cr
(1134,

Estudos tém sido realizados com o objetivo de descobrir porque Cr (VI)
foi detectado nos couros analisados e também como esse processo de oxidacao
poderia ser evitado durante a produgdo de couro*'. Ao longo dos estudos foram
constatados que os processos finais sdo os mais criticos, e incluem neutralizacao,
recurtimento, tingimento e engraxe*'.

Apds uma intensa revisdo da literatura*'—*°, as principais causas que
favorecem a oxidacgao de Cr (lll) a Cr (VI) em couros sao resumidas a seguir. O mais

importante a ser considerado € que nenhuma das situagdes citadas € suficiente para



oxidacdo de forma isolada. Em todos os estudos, a oxidacdo somente pdde ser
induzida quando duas ou mais condi¢cdes foram combinadas.

1. Oleos e gorduras adicionadas no processo de engraxe: lipidios compostos por

acidos graxos insaturados, cuja oxidagcao pode ser favorecida pela luz, presenga de
metais, calor, contato com oxigénio, dentre outros. O processo de peroxidagdo de
lipidios é fonte de radicais livres que podem desencadear a oxidagéo do Cr (l11)*°.

2. Adicao de Cr (lll) em excesso no curtimento: estudos indicam que o teor de

sulfato de cromo de 4% é o mais apropriado para curtimento e recurtimento. Esta
concentracao foi suficiente para produzir couros de qualidade, no qual praticamente
todo o Cr (Ill) esta complexado com a proteina da pele?S.

3. Temperatura elevada: Foi detectado Cr (VI) em couros aquecidos acima de 80

°C durante 16h na presenca de lipidios*’.

4. pH alcalino: Cr (VI) € mais estavel em pH elevado. O bicarbonato de aménio e,
particularmente, a amoénia adicionados na etapa de neutralizacdo, antes do
recurtimento foram os que causaram efeito mais drastico sobre o pH (picos de pH)
facilitando a formagao do Cr (VI)*.

5. Radiacédo ultravioleta (UV): A exposicéo a luz UV pode induzir a formacao de

Cr (VI). Também é relatado que a luz natural ou luz UVA (luz UV produzida por
lampadas de 366 nm) pode induzir a formagéao de Cr (VI)*.
6. Umidade: Esse parametro precisa ser melhor estudado e ainda ndo ha um
consenso entre os estudos se a umidade favorece ou ndo a oxidagao do Cr (lll).
Segundo MATHIASON et al.?° a quantidade de Cr (VI) extraida diminuiu com aumento
do teor de agua no couro durante o armazenamento, até que nao foi mais detectado
com umidade acima 35%. Segundo os autores, uma explicagao para esse fato seria
que a agua pode proteger o Cr (Ill) de ser oxidado pelo oxigénio do ar*.

Sabendo das possiveis causas da oxidacao de Cr (lll) a (VI) em couros,
pode-se evita-las, e para isso, 0s seguintes cuidados podem ser tomados na produg¢ao
de couros*344.49;

1. Recurtimento com taninos vegetais: Na etapa de recurtimento deve-se utilizar

taninos vegetais. A maioria dos taninos s&o antioxidantes, pois inibem a propagagao
de radicais livres. Assim, a cadeia de propagacgao de radicais livres € interrompida e
como consequéncia a oxidagdo de Cr (lll) a Cr (VI) cessara*®. Recomenda-se a
adicao de 1 a 3% de taninos vegetais ao couro para fornecer protecéo contra oxidacao
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do Cr (l11)*34449_Quando nao for possivel adicionar taninos vegetais, deve-se adicionar
antioxidantes sintéticos*344.

2. pH: Apds o curtimento, o pH deve ser mantido baixo, entre 3,5 e 4, evitando
picos de pH durante a etapa de neutralizagdo*34449,

3. Ambdnia: amdnia ou produtos quimicos contendo amdnia devem ser evitados
no ajuste do pH*34°,

4. Temperatura: manter a temperatura do couro abaixo de 100 °C*3,

5. Reagentes quimicos: Devem ser utilizados produtos quimicos livres de cromo

(VI)* e os pigmentos ou corantes que contenham cromato (alguns pigmentos
inorganicos amarelos, vermelhos e laranja)*3** devem ser evitados. Os sais de cromo
devem ser de qualidade e adquiridos de fontes confiaveis*3.

6. Engraxantes: Na etapa do engraxe deve-se adicionar oleos e gorduras estaveis
a oxidagéo em vez de lipidios insaturados e poli-insaturados?3.

7. Agentes Redutores: agentes redutores como bissulfito de sddio e metabissulfito

de sddio podem ser usados na lavagem final de couro®.

8. Agentes oxidantes: Nao adicionar produtos quimicos que sejam agentes

oxidantes apds o curtimento*3.

9. Armazenamento: Apos periodos prolongados de armazenamento, deve-se

realizar analises periodicas de determinagdo de Cr (VI)*3.

2.1.3 - Curtimento de couros com taninos vegetais

Problemas ambientais e com a saude associados ao cromo motivaram
0 uso de um curtimento livre deste metal. O desenvolvimento de curtentes livres de Cr
€ um processo diferenciado que tem adquirido importancia comercial, principalmente
para revestimento de estofamento de automoveis3®. O que se busca é um curtimento
eficiente e que cause o menor dano possivel ao meio ambiente, por isso alternativas
para processamento da pele com produtos naturais e sem o uso de sais de cromo tem
chamado a atencao®'. Além disso, as propriedades fisico-mecanicas do couro devem
ser preservadas.

Os principais curtentes alternativos ao cromo sao os taninos vegetais,
sais minerais alternativos, compostos organicos reativos, entre outros®'. E comum a
associagao de curtentes, de forma a combinar a qualidade individual de cada

substancia® a fim de atingir as caracteristicas ideais do couro desejado.
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Os taninos vegetais tém se mostrado uma boa alternativa de curtente
livre de metais (metal free), estes sao polifendis de alto peso molecular, extraidos de
varias partes das plantas como casca, raiz, folhas, frutos e sao constituidos por grupos
hidroxila (OH") ligados a anéis benzénicos. A agao curtente de um tanino, isto €, a sua
afinidade para ligar-se com a proteina colagénica, depende de seu peso molecular e
do numero de hidroxilas fendlicas?.

Os couros curtidos com taninos vegetais sdo denominados atanados?. A
coloragao destes couros depende do tanino utilizado, normalmente, varia do bege
amarelado ou rosado, ou com leve tom esverdeado?. Os taninos podem representar
de 2 a 40% da massa seca da casca de varias espécies florestais.

Dentre as espécies tradicionalmente exploradas para a producéo,
destacam-se o quebracho (Schinopsis sp.) de ocorréncia na Argentina e Paraguai, a
acacia negra (Acacia mollissima e Acacia mearnsii) de ocorréncia natural na Australia,
o Eucalyptus astringens, o mangue-vermelho, o mangue-branco, respectivamente,
Rhizophora candelaria e Rhizophora mangle®3, entre outros.

O couro curtido com taninos vegetais tem apresentado bons resultados
no controle de qualidade do produto final3?°3-% e s&o algumas vezes até comparaveis
ao curtimento com Cr®®. Atualmente com consumidores exigentes, preocupados com
a saude e o0 meio ambiente, tem aumentado a demanda por produtos de couros
curtidos com taninos vegetais e polimeros naturais®?.

A TABELA 2.1.3.1 apresenta um comparativo entre as caracteristicas de

couros curtidos com taninos vegetais e couros curtidos com cromo®”:
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TABELA 2.1.3.1 - Comparativo entre couros curtidos com taninos vegetais e couros
curtidos com cromo.

Cromo Taninos vegetais

Nocivo para o meio ambiente Ambientalmente amigavel

Barato Alto custo

Excelente qualidade do produto final Boa qualidade

Producéo rapida (1 dia) Producédo demorada (até 60 dias)
Alta durabilidade (varias décadas) Alta durabilidade (varias décadas)

Curtimento mineral: produtos quimicos Curtimento vegetal: folhas, cascas,
como 4acidos, bases, sais, solventes, madeira, frutos ou extratos de diferentes
corantes, etc. fontes vegetais

Aproximadamente 90% do couro E ainda pouco utilizado no curtimento de

produzido no mundo peles

2.2 - Fundamentos da LIBS

LIBS é uma técnica baseada em medidas de emissao de espécies
atébmicas, ibnicas e moleculares presentes em um plasma obtido pelo pulso de um
laser'®. Apesar da possibilidade de uso de uma variedade de tipos de laser como N2,
COg2, ArF, KrF, XeCl, Ti-safira, o laser Nd: YAG & o mais comumente empregado em
LIBS, operado em seu comprimento de onda fundamental de 1.064 nm ou em um de
seus harménicos 532 nm, 355 nm ou 266 nm?%8.

De forma geral, um feixe de laser pulsado de alta irradiancia, da ordem
de GW cm?, é focalizado na superficie da amostra, provocando a remocdo de uma
pequena massa, cerca de 1 a 10 ug por pulso, e a formagdo de um plasma com
temperatura entre 8.000 a 20.000 K'®. Parte da massa amostrada no processo de
ablagao interage com o plasma, no qual ocorrem processos de vaporizagao e
excitacdo das espécies quimicas presentes na amostra'®.

A radiagédo emitida por atomos, ions e, eventualmente, fragmentos de
moléculas excitados é coletada por um sistema 6ptico e direcionada para a fenda de
entrada de um espectrometro de emissdo dptica’®. O espectro de emissdo gerado
permite identificar os elementos presentes na amostra e a intensidade das linhas de
emissao no comprimento de onda caracteristico do analito é utilizada como resposta

analitica’®.
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A FIGURA 2.2.1 mostra um esquema de um arranjo instrumental tipico
de um LIBS contendo os principais componentes da técnica: fonte de laser, espelhos,
lentes, porta amostra, cabo de fibra optica, espectrometro, detector e computador. O
principio basico da LIBS consiste no uso de um laser para formagéo de um plasma na
superficie da amostra, o laser é a fonte de energia responsavel por vaporizar, atomizar
e excitar as espécies presentes na amostra. Conforme mostrado na figura, o laser é
focalizado na superficie da amostra por lentes e espelhos e apds a geragao do plasma,
a luz emitida é coletada por um cabo de fibra Optica e direcionada até um
espectrometro responsavel por difratar a radiagao coletada, um detector registra os

sinais de emiss&o. Os espectros adquiridos sdo processados por um computador®®.

Espelhos

Fonte de
Laser

§ > Lente

Cabo de fibra optica
P /*

—

Amostra

’ Espectrometro

Detector

FIGURA 2.2.1 - Esquema simplificado tipico de um LIBS, mostrando os principais
componentes instrumentais.

As vantagens inerentes a técnica LIBS sao responsaveis por torna-la
atrativa tanto em laboratério quanto em analises de campo®®. A seguir estédo descritas
suas principais vantagens e desvantagens:

1. LIBS é versatil permitindo a determinacado de analitos em qualquer material,
seja sdlido, liquido ou gasoso8.

2. Nao € necessario preparo de amostra em alguns casos, e em outros apenas
um minimo preparo € suficiente, como a confeccdo de pastilhas para amostras na

forma de po, por exemplo®8.

3. Pequenas quantidades de amostras sdo necessarias para a analise®®.
4. E multielementar e simultanea®®.
5. E possivel a determinagéo de elementos leves como He, Li, Be, B, C, N e O,

dificeis de serem determinados por outras técnicas analiticas %8 .
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6. Possibilidade de analise em profundidade de uma amostra ao realizar pulsos
sucessivos de laser em um mesmo ponto®.

7. LIBS pode ainda ser acoplada a outras técnicas como espectroscopia Raman,
entre outras®®.

8. Com um poder de resolugédo espacial da ordem de 100 ym, micro regides
podem ser analisadas®?.

Q. A determinagao direta de aerossodis € possivel®'.

10. A analise é simples e rapida®®.

11.  Além de ser usado em ambiente laboratorial e industrial, LIBS pode ainda ser
utilizado na sua forma portatil, possibilitando analises em campo e in situ de
determinados tipos de amostras, como minérios, amostras geoldgicas, ambientais,
arqueologicas, forenses, dentre outras®. Os sistemas portateis oferecem maior
flexibilidade e também aumentam a possibilidade de aplicacbes nos casos em que a
amostra ndo pode ser transferida para o laboratério, como obras de arte e exploragao
geolagica®?.

12.  E possivel utilizar equipamentos de forma remota em aplicagbes para analise
quimica a distancia onde o acesso a amostra € dificil ou representa um risco para o
analista, contudo nesses casos as configuragdes instrumentais sdo completamente
diferentes. Em analise remota, uma fibra éptica € empregada para fornecer a energia
do laser a distancia. Esta abordagem tem sido geralmente restrita a aplicagcdes
industriais, analises geoldgicas e andlises quimicas em estagdes nucleares®.

13. A LIBS é minimamente destrutiva porque a quantidade de amostra consumida
€ muito pequena (nanogramas) dependendo da energia do pulso do laser. Assim, é
especialmente util quando pequenas quantidades de material estdo disponiveis®°.

14. Materiais extremamente duros, dificeis de obter em solugdo podem ser
analisados de forma direta (por exemplo, ceramica e vidro) 0.

15. Contudo sua maior desvantagem €& o desenvolvimento de métodos
quantitativos devido as dificuldades de calibragéo®?, pois ndo ha no mercado materiais
para calibragao disponiveis para muitos tipos de amostras. Além disso, os valores
certificados sdo garantidos para massas de amostra da ordem de 100 mg.

16. Elevados limites de deteccdo da técnica também dificultam a determinagcao

quantitativa.
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2.3 - Fundamentos da WDXRF

A espectrometria de fluorescéncia de raios X (XRF) se baseia em
medidas de emissao de raios X caracteristicos por atomos presentes em uma
amostra’®. Os atomos constituintes da amostra podem ser excitados por diferentes
fontes, como 1) elétrons, prétons ou particulas alfa; 2) raios X ou raios gama emitidos
na desintegragdo de radionuclideos; 3) tubo de raios X ou 4) radiagdo sincrotron’®.
Fundamentada no efeito fotoelétrico, na irradiagao ocorre a remogao de um elétron
interno do atomo, seguida pelo preenchimento desta vacancia por um elétron
proveniente de uma camada eletrbnica de maior energia e concomitantemente, a
emiss&o de radiagdo na forma de raios X, conforme mostrado na FIGURA 2.3.1'%, A
energia dos raios X emitidos € caracteristica do elemento e a intensidade esta

relacionada a fracado de massa do elemento na amostra.

Raio x emitido
da camada L
Raio x emitido
da camada K

FIGURA 2.3.1 - Modelo esquematico demonstrando o efeito fotoelétrico e a ocorréncia
de raios X.

A FIGURA 2.3.2 apresenta um esquema ilustrativo de um arranjo
instrumental tipico de um equipamento WDXRF contendo os principais componentes

da técnica: fonte de raios X, porta amostra, cristal, detector e computador.

Amostra

9 g
- 'I‘::I 26
) ~
Tubo de raio X Cristal
\

A3

FIGURA 2.3.2 - Esquema simplificado tipico de um WDXRF, composto pelos
principais componentes instrumentais.
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Os instrumentos WDXRF usam uma fonte de raios, neste caso um tubo
de rédio, para excitar os atomos presentes em uma amostra permitindo determinar
elementos com numeros atdmicos entre o Be e o U. Os raios X incidentes provocam
a excitagao dos atomos constituintes da amostra que por sua vez emitem linhas
espectrais com energias caracteristicas do elemento. Essa emissao de energia é
resultado da ejecdo de um elétron das camadas eletrénicas mais internas de um
atomo, geralmente K e L, e em seguida elétrons das camadas mais externas
substituem o elétron perdido, liberando energia na forma de raios X em diferentes
comprimentos de onda caracteristico de cada elemento. Essa radiacdo emitida é
direcionada para um cristal, que difrata os raios X em diferentes direcbes de acordo
com seus comprimentos de onda (energias). O detector capta as linhas caracteristicas
que foram separadas pelo cristal analisador e um computador processa os espectros
gerados®.

O que distingue a WDXRF de outras técnicas baseadas na
espectrometria de fluorescéncia de raios X sédo os cristais, responsaveis por difratar
os raios X, 0 que permite a separagdao da radiagcdo secundaria através do
espalhamento em angulos distintos. Nesse tipo de arranjo instrumental, a radiagéo
emitida apods a irradiagdo da amostra chega ao detector de forma monocromatica, por
issO necessita de um movimento sincronizado e preciso entre o cristal e o detector,
elevando o custo do instrumento. A selegdo correta do cristal permite separar e
selecionar uma regido estreita e especifica do espectro de emisséo de raios X,
eliminando possiveis interferéncias espectrais®+.

WDXRF € uma técnica versatil e apresenta inUmeras vantagens como:
Analise direta com minimo ou mesmo nenhum preparo de amostra®*.
Pode ser aplicada em diversas amostras, incluindo sélidos e liquidos'®.
As andlises apresentam alta frequéncia de amostragem®4.

Geralmente requer baixo ou nenhum consumo de reagentes®.

o b~ N~

Gera pouco ou nenhum residuo, o que também a torna ideal para se trabalhar
em analises de rotina®.

6. Em situacbes em que se pretende analisar uma amostra totalmente
desconhecida, a técnica de XRF também se mostra vantajosa, principalmente em

fungdo de permitir uma rapida avaliagédo qualitativa dos constituintes da matriz®4.
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7. Instrumentos portateis estdo disponiveis e apresentam alguns beneficios aos
sistemas de bancada, como a simplicidade de operagdo, a possibilidade de
investigagdes in situ e analise de grandes amostras®®.

As principais desvantagens do WDXRF sao:
1. elevados limites de deteccéo e,

2. efeitos de matriz.

2.4 - Aplicacao da LIBS e WDXRF na analise direta de couro

Dentre as matrizes soélidas, uma que vem despertando interesse, nao sé
da area académica, mas também de pesquisadores e principalmente da industria de
calgcados e artefatos, € o couro®. A qualidade de um couro é constatada quanto as
caracteristicas de natureza quimica, mecanica e estética®’. As técnicas LIBS e
WDXRF podem fornecer resultados precisos e rapidos sobre as caracteristicas
quimicas desta matéria prima, auxiliando, por exemplo na proposicdo de modelos
quimiométricos que reflitam a qualidade do material que esta sendo analisado ou na
determinacao de elementos em couro.

Ao realizar uma busca por trabalhos na literatura, encontrou-se apenas
um Unico artigo cientifico utilizando LIBS em amostras de couros®®, fato que mostra o
ineditismo desta tese de doutorado e uma lacuna na literatura especializada.

NASR et al.® determinaram os elementos As, Ca, Cr, Mg, Pb e S em
couro de carneiro curtido com cromo usando LIBS. As amostras de couro acabado,
wet blue e de pele crua nao foram submetidas a nenhum preparo, sendo analisadas
de forma direta. O sistema Optico e de deteccdo empregados foram um detector CCD
(dispositivo de carga acoplada) de 14.336 pixels e um laser de Nd:YAG operando em
1.064 nm. Este tipo de laser pode fornecer energia de pulso maximo de 1 J com
duracao de pulso de 8 ns e opera a uma taxa de repeticdo do pulso de 10 Hz. O
didmetro do feixe de laser utilizado foi de 2 mm e a energia do pulso de laser foi de
100 mJ. Para a analise quantitativa, uma curva de calibracdo para cada elemento foi
construida por meio de um gréfico da intensidade do sinal LIBS em fungao de quatro
concentragdes conhecidas (10, 1, 0,1, e 0,01% m/m). Os elementos detectados foram
preparados na matriz de couro. Os espectros foram registrados na faixa de 200 a 620
nm com uma média de 20 disparos de laser, em trés locais diferentes na superficie da
amostra. As concentragdes dos elementos determinados foram comparadas com a
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técnica ICP OES utilizando o procedimento padrdo EPA 3050B%° publicado pela
Agéncia de Protegdo Ambiental Americana (U.S.EPA). A precisdo do método variou
de 2 a 4% e os niveis de concentragdo foram de 8,4 a 12,4 mg kg™ para Ca, 4,6 a
198,8 mg kg™ para Cr, 27,2 a 288,4 mg kg' para Pb, 2,7 a 29,7 mg kg™' para As, 20,7
a 38,2 mg kg para S e 26,4 a 39,0 mg kg' para Mg. Concentragbes menores dos
elementos foram detectadas para as peles cruas em comparacido aos couros
acabados e wet blue, exceto para o Mg. Os limites de deteccéo para Cr, Pb, As, S e
Mg foram de 2,0, 3,0, 1,5, 7,0 e 3,0 mg kg, respectivamente.

Estudos envolvendo a analise de couro usando XRF s&o mais
frequentes, embora nenhum estudo envolvendo um WDXRF tenha sido encontrado
na literatura cientifica. O XRF tem sido empregado principalmente na avaliacdo de
pinturas feitas em artefatos de couro encontrados geralmente em museus e igrejas,
manuscritos religiosos antigos e pecas de couro antigos, em sua maioria com o
objetivo de ajudar no processo de restauragdo dos materiais. Assim, é possivel
fornecer, por exemplo, indicios do tipo de pigmento ou corante utilizado nas tintas ou
a origem do material avaliado. A maioria dos trabalhos sao qualitativos’®-"3 e somente
dois estudos exploraram uma abordagem quantitativa’ 7.

GOMEZ-MORON et al.’? avaliaram pinturas feitas em couro que se
encontravam no teto de um museu usando um XRF portatil e os espectros obtidos de
forma qualitativa mostraram a presenca de Ca, S, Fe, Hg, Cr, K, Cu, Co, Au, Si, As,
Ba, Pb, Sn, Zn e Ir. Segundo os autores, a maioria dos analitos detectados sao
provenientes das tintas usadas nas pinturas.

VORNICU et al.”" usaram um XRF portatil na analise de 6 manuscritos
religiosos fabricados em couro datados dos séculos XVIII - XIX. A composi¢cao quimica
dos manuscritos formada por Ag, K, Ca, Mn, Fe, Cu, Au, Sn, S, Zn e Pb foram
identificados qualitativamente nos espectros e contribuiram para auxiliar com
informacgdes relativas a origem dos manuscritos.

MANNINA et al.”? analisaram pinturas feitas em couros datadas do
século XVIII usando um XRF portatil com o objetivo de determinar a composi¢ao
quimica das tintas usadas nas telas. Como resultados, os espectros dos couros
detectaram Fe, K e elevada intensidade de Ca.

NAKANO et al.”® usaram um micro-XRF para avaliar amostras de couro.
Os autores reportaram a deteccao de Cl, Fe, K, S, Si e Zn distribuidos uniformemente
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nos couros de cor preta, enquanto que os couros vermelho-vinho continham Fe, K, Ti
e Zn.

LUO et al.” desenvolveram um dos dois trabalhos quantitativos usando
XRF e quantificaram 12% de SiOz2, 5% de Al203, 3% de Fe20s3, 0,6% de K20, 26% de
Ca0, 1% de MgO, 0,6% de TiOz2, 0,3% de ZnO, 3% de CuO, 41% de COz, 2% de SOs3,
1% de HgO e 2% de P20s5 em couros antigos datados do século VI a.C provenientes
de uma escavacgéao arqueoldgica. HAMANN et al.”® determinaram a concentragéo de
Co em 130 amostras de couros usando um equipamento XRF e as concentragdes do
elemento variaram de 1 a 16%.

Conforme mostrado, técnicas de analise direta raramente sdo utilizadas
em analises de couro seja para fins qualitativos ou quantitativos, mostrando a

necessidade de desenvolver novos procedimentos analiticos.

2.5 - Emprego da quimiometria na analise de couro

Segundo a IUPAC’® a quimiometria é definida como sendo a aplicagéo
de estatistica a analise dos dados quimicos, planejamento e simulagdes de
experimentos quimicos. Os tratamentos de dados mais utilizados em quimiometria séo
planejamentos fatoriais, analise exploratéria de dados, métodos de calibragao
multivariada e modelos de classificagao’”.

O planejamento fatorial € uma ferramenta usada para examinar e
compreender a influéncia de variaveis em um sistema’®. Quando comparado aos

experimentos univariados, apresentam as seguintes vantagens’8:

1. S&o mais eficientes e econémicos’®.
2. Permite o exame da interacdo entre duas ou mais variaveis’®.
3. Um menor numero de experimentos € realizado para atingir uma condigao

otimizada por meio de abordagens multivariadas, porque a influéncia de todas as
variaveis € analisada ao mesmo tempo, e seus principais efeitos e interagcdes podem
ser simultaneamente estudados’®.
4. No inicio da parte experimental é possivel saber o numero minimo de
experimentos necessarios para estudar um dado sistema’®.

Inicialmente uma etapa de triagem dos dados é realizada aplicando um

planejamento fatorial completo ou fracionario, em seguida um refinamento dos
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resultados € possivel aplicando planejamentos do tipo Doehlert, composto central ou
Box-Behnken™®.

Na analise exploratéria de dados destacam-se a analise por
componentes principais (PCA) e de agrupamentos por métodos hierarquicos (HCA),
ambos sao métodos ndo supervisionados de reconhecimento de padrbes. Enquanto
que os metodos de regressao ou calibragdo multivariada sdo métodos que propdem
obter uma relagao quantitativa empirica entre um conjunto de dados (matriz X) e uma
propriedade de interesse (vetor y). Neste ponto pode-se destacar os métodos de
regressao linear multipla (MLR), de regressé&o por componentes principais (PCR) e
regressao por quadrados minimos parciais (PLS). Ja os métodos supervisionados de
reconhecimento de padroes como KNN, SIMCA e PLS-DA sao utilizados para a
construgdo de modelos de classificagdo’’. No modelo KNN, a distancia euclidiana
entre as amostras € usada para classificar os vizinhos mais préximos’’; no caso do
SIMCA, uma PCA é calculada para cada classe’’; e no modelo PLS-DA, apds definir
as variaveis dependentes, um modelo é calculado usando variaveis latentes (LV) do
PLS77.80

Podemos destacar trés trabalhos que exploraram o uso de técnicas de
andlise direta aliado ao uso de ferramentas quimiométricas na analise de couros®'-82,
Como no caso em que utilizou-se o infravermelho proximo (NIR)8' para estimar a data
de producéao de 130 amostras de artefatos de couros antigos. No tratamento de dados
foi utilizado PCA e PLS e foi possivel identificar o ano de origem desses artefatos que
variaram de 1.550 a 1.850.

CANTERQO et al.® utilizaram as técnicas de espectroscopia por Fourier
Transform Infrared (FTIR) e NIR para caracterizagdo de 63 amostras de couros. Os
espectros foram registrados entre 4.000 e 6.500 cm™' e entre 1.100 e 2.500 nm,
respectivamente. As amostras foram classificadas de acordo com o tratamento de
acabamento dado ao couro (resina, cera, Oleo) utilizando as ferramentas
quimiométricas PCA e KNN.

CANTERO et al.8% analisaram amostras de pele de ovelha usando
espectroscopia NIR (NIRS) para a determinagao direta de gordura em couro, € um
Soxhlet foi usado para obter valores de referéncia. Os modelos de calibragdo que
empregaram PLS foram desenvolvidos usando os espectros obtidos e as amostras

foram avaliadas antes e apds o desengorduramento.
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3 - Objetivos
3.1 - Objetivo geral

Avaliacdo da composicdo quimica de couros usando /aser-induced
breakdown spectroscopy (LIBS) e wavelength dispersive X- ray fluorescence
(WDXREF).

3.2 - Objetivos especificos

o Emprego de ferramentas quimiométricas para otimizar as condi¢des
instrumentais do LIBS;

o Emprego de espectros LIBS aliados a modelos de classificagdo, KNN, SIMCA
e PLS-DA como alternativa aos tradicionais testes fisico-mecanicos para avaliar a
qualidade de couros;

o Desenvolvimento de um método para a determinacao direta de Al, Ca, Cr, Fe,
Ti e Zn em couros usando a técnica WDXRF;

o Estabelecimento de um procedimento de preparo de amostra para couros e

posterior determinagao por ICP OES;

o Avaliacdo da composi¢cao quimica de couros sintéticos usando ICP OES, LIBS
e WDXREF;
o Uso da PCA como ferramenta para identificar similaridades e diferencas de

couros sintéticos.
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Capitulo 4

Proposicao de modelos de
classificacao para a avaliacao
direta da qualidade de couros
de bovinos e ovinos utilizando

a técnica LIBS



4 - Proposicao de modelos de classificagao para a avaliagao direta
da qualidade de couros de bovinos e ovinos utilizando a técnica
LIBS

4.1 -Introducao

Espectros LIBS contém uma grande quantidade de informacgéo, pois esta
€ uma técnica multielementar e é possivel direcionar varios pulsos de laser em cada
amostra, com isso gera-se muitos espectros de emissdo por amostra. A regiao
espectral monitorada pode ir do UV até o infravermelho. As informagdes contidas nos
espectros sdo adequadas para uso em conjunto com ferramentas quimiométricas,
seja para exploragdo dos dados, classificagéo ou calibragao®. A analise multivariada
€, portanto, necessaria para extrair o maximo de informacbes destes espectros e
correlaciona-los com o observado nas medidas quimicas e nas propriedades fisicas
do material®'.

A combinacdo de LIBS e ferramentas quimiométricas tem sido
amplamente utilizada para a classificagdo ou discriminacdo de diferentes tipos de
amostras, como brinquedos (PCA, KNN, SIMCA e PLS-DA)®, solos (SIMCA e andlise
discriminante linear)®, remédios (SIMCA e PCA)®’, trigo (PLS-DA)%, tintas e
pigmentos (PCA, SIMCA e PLS-DA)®, biomateriais e simuladores de guerra quimica
(PCA e SIMCA)%, plantas (PCA e SIMCA)®', solos e rochas (SIMCA e PCA)%, fragbes
poliméricas de sucata de telefones celulares (KNN, SIMCA e PLS-DA)%%
concentrado de uranio em pé (PCA e SIMCA)%. Entretanto, ndo existe na literatura a
associagao de LIBS e quimiometria na analise de amostras de couro.

A avaliagdo da qualidade de couros é fundamental para garantir suas
propriedades. Varios testes fisico-mecanicos sao realizados de acordo com os
métodos oficiais®%”. No entanto, esses testes sdo trabalhosos, demorados, laboriosos
e destrutivos®!, cerca de % de um couro bovino e metade de um couro ovino s&o
perdidos apds os testes, impactando diretamente no valor econdmico de venda da
peca de couro.

A aplicagao dos testes fisico-mecanicos requer muito tempo de analise,
onde os corpos de prova (CP) precisam climatizar durante 24 horas sob temperatura
e umidade controlada antes das analises. Além disso, € necessaria uma grande

quantidade de amostra, tais como 3 CP de prova na diregao longitudinal (L) e mais 3
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na diregdo transversal (T), ou seja 6 amostras distintas para cada teste fisico-
mecanico. Portanto, métodos alternativos exatos, precisos e com alta frequéncia
analitica para esses testes s&o necessarios.

O uso de ferramentas quimiométricas em analises de couro ainda foi
pouco explorado e a combinacado de espectros de emissdo LIBS com modelos de
classificagdo podem ser uma alternativa aos testes fisico-mecéanicos para avaliagéo
da qualidade do couro de forma mais rapida e menos trabalhosa. Os testes fisico-
mecanicos de couro podem ser utilizados como valores de referéncia para calcular os
modelos de classificacdo. Assim, um dos objetivos dessa tese é avaliar o uso de
espectros LIBS combinados com modelos de classificacdo, KNN, SIMCA e PLS-DA

como alternativa aos testes fisico-mecanicos para avaliagao da qualidade do couro.

4.1.1 - Métodos oficiais para controle de qualidade de couro

Apods a producgédo do couro € importante a realizacdo de testes fisico-
mecanicos para controle de qualidade, tais como resisténcia, forga, rasgamento,
espessura entre outros, para que se possa verificar se o curtimento adotado foi bem-
sucedido® e também para definir o direcionamento da matéria prima para confecgao
de produtos especificos®®.

Devido a particularidade de cada tipo de curtimento, o couro produzido
apresentara caracteristicas intrinsecas ao tipo de curtimento adotado, gerando um tipo
especifico de matéria prima que sera destinado a certas aplicacdes. Por exemplo, os
couros finos e elasticos sao destinados para a confeccdo de roupas enquanto os
couros macios, espessos € com menor elasticidade sao destinados para a confecgao
de calgados e acessorios, ja os couros que nao atendem as exigéncias para calgados
ou vestuario sdo utilizados na producao de artefatos em geral®®.

No Brasil, dispbe-se da norma ABNT (associacao brasileira de normas
técnicas) NBR (normas brasileiras) 13525:2016% que visa padronizar ensaios fisicos
realizados em couros, apresentando valores orientadores para aceitacao do controle
de qualidade de couros. Esta norma estabelece valores minimos aceitaveis para o
couro quanto a andlise fisica. A TABELA 4.1.1.1 mostra a referida norma e apresenta
tais valores para os ensaios fisicos, além das normas padrdes para cada teste. Dessa
forma, um couro de qualidade devera atingir os valores dos testes indicados pela

norma.
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TABELA 4.1.1.1 - Valores orientadores para ensaios fisico-mecanicos de couro.

Teste fisico-mecanico Norma Valor orientador

Determinacédo da espessura  ABNT NBR ISO (1,2+0,2) nm
2589

Resisténcia ao rasgamento — ABNT NBR ISO =25 N (Newton)

Rasgo simples 3377-1

Resisténcia a tracdo e ABNT NBR ISO =150N

alongamento 3376 =40 %

Resisténcia ao rasgamento — ABNT NBR ISO =50N

Rasgo duplo 3377-2

4.1.2 - Testes fisico-mecanicos

Para realizar os testes/ensaios fisico-mecanicos que objetivam atestar a
qualidade do couro, inicialmente €& necessario retirar amostras de couros,
denominadas corpo de prova (CP), com a ajuda de uma prensa hidraulica e navalhas
de corte (FIGURA 4.1.2.1 a) com dimensdes em conformidade com a norma ABNT
NBR 11035:2005, sendo retirados seis CP de cada pega de couro (FIGURA 4.1.2.1
b), trés na dire¢do longitudinal paralela ao eixo cranio-caudal do animal e trés na
direcdo transversal ao mesmo eixo, na regiao estabelecida pela norma ABNT NBR
11032:2013 (FIGURA 4.1.2.1 c).
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FIGURA 4.1.2.1 - (a) Prensa hidraulica e ldminas para corte dos CP (b) Couro apos
corte dos CP (c) Regiédo da retirada dos CP nas diregbes L e T paralelas ao eixo
cranio-caudal do animal (d) CP climatizando (e) Espessimetro (f) Dinamémetro.

Os CP devem ser climatizados durante 24 horas sob temperatura de 23
1 2 °C e umidade relativa do ar de 50 £ 5% (FIGURA 4.1.2.1 d), conforme estabelecido
pela norma ABNT NBR 10455:2014. Posteriormente, medidas da espessura dos CP
sdo realizadas em um espessimetro (FIGURA 4.1.2.1 e) conforme norma ABNT NBR
ISO 2589:2014 para posterior realizagdo dos calculos de resisténcia a tracdo e
resisténcia ao rasgamento. A FIGURA 4.1.2.2 mostra com um “x” as posi¢gdes onde
as medidas de espessura sao realizadas nos CP, a espessura € medida em trés

posicdes diferentes em cada CP.
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Finalmente, os testes de resisténcia a tracdo e resisténcia ao
rasgamento s&o realizados em um dinamdémetro, mostrado na FIGURA 4.1.2.1 f. Os
testes de resisténcia a tracdo sao realizados em conformidade com a ABNT NBR ISO
3376:2014 e os testes de resisténcia ao rasgamento sao realizados em conformidade
com as legislagoes ABNT NBR ISO 3377-1:2014 e ABNT NBR ISO 3377-2:2014. Para
os calculos de resisténcia a tragao, o pico da forca em Newtons é dividido pela largura
da amostra em milimetros quadrados, ja para resisténcia ao rasgamento, o pico da
forca em Newtons é dividido pela espessura da amostra em milimetros. A realizagao
dos testes € apresentada na FIGURA 4.1.2.2.
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Medida de espessura

Teste de tragao

Teste de rasgamento

Teste de rasgamento

duplo

FIGURA 4.1.2.2 - Medida de espessura (as 3 demarcagdées mostram onde as medidas
de espessura sao realizadas), teste de tragédo, teste de rasgamento e teste de
rasgamento duplo.
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4.1.3 - Planejamento fatorial

O planejamento fatorial € uma ferramenta estatistica que permite
observar os efeitos e as interagbes entre variaveis, por isso é de grande utilidade na
otimizacdo de condi¢des instrumentais. Na otimizagdo univariada ndo é possivel
avaliar os efeitos de interagdes entre as variaveis, pois fixa-se uma variavel enquanto
a outra é variada, em busca da melhor resposta instrumental. Além disso, 0 numero
de experimentos executados é geralmente maior se comparado com aqueles obtidos
em um planejamento fatorial, resultando em maior consumo de reagentes e tempo'.

Varios tipos de planejamentos fatoriais estdo disponiveis e podem ser
utilizados em diferentes casos, por exemplo, os planejamentos de primeira ordem,
planejamento fatorial completo e planejamento fatorial fracionario, sdo os mais
simples pois sdo empregados em dois niveis'®'. Sdo especialmente utilizados para
estudos preliminares ou nas etapas iniciais de uma otimizacdo, onde € necessario
efetuar uma triagem das variaveis. O planejamento fatorial completo € comumente
empregado quando se tem entre 2 a 4 variaveis, enquanto que o planejamento fatorial
fracionario é utilizado quando se tem mais do que 5 variaveis’®.

No entanto, como apenas dois niveis sdo usados, os planejamentos de
primeira ordem sao restritos, dessa forma nos casos em que é necessario avaliar
maior numero de niveis deve-se recorrer a planejamentos de segunda ordem
(metodologias de superficie de resposta)'®’. Como exemplos podemos citar o
planejamento composto central, Box-Behnken e Doehlert.

O planejamento composto central combina um planejamento fatorial
completo ou fracionario de dois niveis acrescidos de pelo menos um experimento no
ponto central e quatro experimentos ou pontos em estrela (pontos axiais)'®’. O
planejamento Box-Behnken é composto por trés niveis, no qual uma das variaveis é
fixada em zero e um planejamento fatorial completo 22 é aplicado as outras duas
variaveis''. Um terceiro tipo de planejamento é o Doehlert. Este permite estudar as
variaveis em diferentes numeros de niveis. Em um estudo com 3 variaveis, por
exemplo, normalmente a mais importante (aquela que apresentou maior efeito durante
a triagem) é avaliada em 7 niveis, a segunda em 5 niveis e a menos importante em 3
niveis.

A avaliagao dos resultados dos planejamentos pode ser feita a partir da
analise de variancia (ANOVA) que estima a significancia dos efeitos principais bem

como as interacdes entre as variaveis.
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4.1.4 - Modelos de classificagao

Os modelos de classificagdo sao métodos supervisionados de
reconhecimentos de padrdes e cada uma das amostras é descrita por um conjunto de
medidas experimentais de referéncia (que neste trabalho sdo os testes fisico-
mecanicos) que sdo classificadas de acordo com uma propriedade de interesse
(conforme/nao conforme, bom/ruim, por exemplo)’”.

Inicialmente, uma série de amostras representativas de cada classe séao
selecionadas para constituir o conjunto de calibragdo’’. Antes de sua aplicagdo, o
modelo empirico obtido deve ser testado para verificar sua capacidade de prever com
sucesso a classe de novas amostras e para isso, € necessario a utilizacado de um
conjunto de validagdo. Se o resultado de validagao for satisfatorio, ele pode, entao,
ser utilizado para identificar a propriedade de interesse (a classe) de novas
amostras’”.

Os métodos de classificagdo mais empregados em quimica sado o
método KNN, SIMCA e o PLS-DA.

No KNN, cada amostra do conjunto de calibragdo € excluida uma unica
vez e entdo classificada usando as amostras restantes’’. Neste caso, sdo calculadas
as distancias entre a amostra excluida e todas as outras usando a distancia Euclidiana
ou a distancia de Mahalanobis’’. A amostra que havia sido excluida, é entdo
classificada de acordo com a maioria dos “votos” de seus vizinhos mais préximos
(cada vizinho dara um voto para a sua propria classe)’’. A amostra é atribuida a classe
mais votada e, em caso de empate, é atribuida a classe com a menor distancia
acumulada’’. O modelo deve ser testado, quanto a sua capacidade preditiva,
utilizando um conjunto de validagao, constituido por amostras de classes conhecidas
e que no participaram da construgdo do modelo’’.

A FIGURA 4.1.4.1 exemplifica a aplicagcdo do KNN na construgdo de um
modelo de classificacdo. A amostra representada por um quadrado pertence a classe
2, pois a amostra mais proxima pertence a classe 2, que recebe um voto e, portanto,

ela sera corretamente classificada como pertencente a essa classe.
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> X2

® Amostra da classe 1
B Amostra da classe 2

x1 B Amostra pertencente a classe 2

FIGURA 4.1.4.1 - Modelo KNN representativo da classificagdo de uma amostra v,
representada por um quadrado, em uma das duas classes disponiveis (1 ou 2).

No método SIMCA os valores medidos para um conjunto de amostras
similares tenderdo para uma distribuicdo uniforme e modelavel””. Neste caso, um
modelo de componentes principais (PC) é ajustado para cada classe do conjunto de
calibragdo, dando origem a um classificador para cada uma delas’’. Os limites de cada
classe sdo definidos por componentes principais delimitadas por uma hipercaixa’”,
conforme mostrado na FIGURA 4.1.4.2.

) .: classe 1

<
S > X2

* 4 N
o 00‘ \
.. & / classe?2

~

Y

FIGURA 4.1.4.2 - Limites da hipercaixa dos modelos SIMCA.

A classificacdo de uma amostra no SIMCA é feita comparando a
variagao nos dados que néao foi explicada pelo subespago das PC (varidncia residual)
com a variancia residual média da classe em questdo’’. Essa comparacgéo é avaliada
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por meio de um teste F e fornece uma medida direta da similaridade entre as amostras
dessa classe e pode ser tomada como uma medida do seu ajuste a classe’”.

Uma vez obtidas as fronteiras de cada classe, a atribuicido de uma
amostra-teste a uma determinada classe é feita com base na projecao dessa amostra
no espaco gerado pelas PC e na sua distancia as fronteiras da classe em questao’”.
O processo é repetido projetando a amostra em todas as outras classes para decidir
com base em critérios estatisticos a que classe(s) ela(s) pertence(m)’’. No SIMCA as
amostras podem pertencer a nenhuma das classes, a apenas uma classe ou a duas
(ou mais) classes simultaneamente’”.

No PLS-DA, inicialmente um bloco de variaveis dependentes para o
conjunto de calibracédo é definido, consiste de um conjunto de vetores y contendo
numeros inteiros que codificam a classe da amostra, sendo um vetor para cada classe.
Para a primeira classe, o numero 1 é atribuido as amostras dessa classe, e o zero é
atribuido a todas as outras amostras, nao pertencentes a essa classe. Ja na proxima
coluna da matriz, sdo as amostras dessa classe que sao designadas por 1, e todas as
outras por zero, e assim, por diante, até que cada uma das classes tenha sido
representada pelo numero 1. Quando se trata de apenas duas classes, pode-se
utilizar uma unica variavel dependente representada pelos numeros 1 para as
amostras de uma classe e -1 para as amostras da outra classe’”.

Uma vez que as variaveis dependentes foram definidas, a etapa seguinte
€ a construgcdo do modelo de regressao utilizando o método PLS. Como o método
PLS maximiza a relacido entre a variavel dependente e os escores, pode-se afirmar
que as variaveis latentes representam as dire¢gées que melhor discriminam as classes,
e que definem a maxima separagao entre elas. Os valores da variavel dependente
estimadas pelo modelo final ndo sdo os numeros inteiros atribuidos originalmente,

mas valores reais que devem estar préximos dos nimeros originais’’.

4.2 - Materiais e métodos

4.2.1 - Amostras

Nos experimentos, 375 amostras de couro foram usadas, 60 de ovinos
e 315 de bovinos. Essas amostras foram curtidas com cromo (couro semi-acabado e
acabado) e obtidas de animais criados na Embrapa Pecuaria Sudeste (S&o Carlos —

SP). Esses animais apresentavam caracteristicas diferentes, como grupo genético,
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sexo, peso e idade. O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal da Embrapa Pecuaria Sudeste (CEUA/CPPSE, Protocolo n° 04/2011). Esse
comité segue a lei numero 11794 (08 de outubro de 2008) que regulamenta o inciso
VIl do primeiro paragrafo do artigo 225 da constituicdo federal brasileira. Essa lei
estabelece procedimentos para experimentos com sujeitos vivos. Outras
caracteristicas, incluindo o local e ano de abate, também foram observadas na
avaliagao dos dados. Uma descrigao completa, tais como aplicacao pretendida, cor,

etapa do processo, etc. das amostras analisadas pode ser vista na TABELA 4.2.1.1.

TABELA 4.2.1.1 - Descrigdes das amostras de couro usadas no estudo.

Observagdes Couro ovino Couro bovino

. . Sapatos e acentos de
Aplicacéo pretendida Sapatos

carro

Castanho (17), castanho
escuro (57), castanho
claro (112), verde (112) e

preto (17 amostras)

Cor Marrom (60 amostras)

Couro acabado e couro
Estagio de fabricacao Couro acabado .
semi-acabado

Ano do abate 2006 2010 e 2011
CANE, CASN, CATA,

Grupos genéticos™ DOR, SIN e SUF

HNE, HSN, e HTA
Idade dos animais (dias) | 104 - 201 342 -725
Peso dos animais (kg) | 28,7 —41,7 292 - 579

*DOR: Dorper; SIN: Santa Inés; SUF: Suffolk; CANE: pai Canchin e mae Nelore; CASN: pai Canchin e
mae %2 Senepol + 72 Nelore; CATA: pai Canchin e mae 2 Angus + %2 Nelore; HNE: pai Hereford e mae

Nelore; HSN: pai Hereford e mae %2 Senepol + %2 Nelore; HTA: pai Hereford e méae 2 Angus + %2 Nelore
Para realizar as analises no LIBS, cada amostra de couro de animal foi

cortada em um retangulo (3,00 cm x 4,00 cm) usando uma prensa hidraulica
(Metalurgica Aco real, P-23) com facas de corte.
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4.2.2 - Testes fisico-mecanicos

Para obter valores de referéncia para os modelos de classificacido, todas
as 375 amostras foram submetidas a 18 testes fisico-mecanicos. Esses testes foram
divididos em duas dire¢des: 9 na longitudinal (L) € 9 na transversal (T). Amostras nas
diregdes L e T foram cortadas paralelamente ao eixo cranial-caudal do animal,
conforme a ABNT NBR I1SO 2418: 2015,

ApOs o abate, as peles foram submetidas ao processo de curtimento com
sulfato de cromo (lll). Apos o curtimento, seis corpo de prova (CP) de cada couro
foram cortados em prensa hidraulica, sendo 3 na direcao L e 3 na direcdo T (ABNT
NBR ISO 2418:2015)%. Antes da realizagdo dos testes, os CP foram climatizados
durante 48 horas a 23 + 2 ° C e umidade relativa de 50 + 5% (ABNT NBR 10455:
2014)'°2, Depois, foram medidas as espessuras dos CP (ABNT NBR ISO 2589:
2014)'93, Finalmente, os testes fisico-mecanicos foram realizados em um
dinamdmetro (Maqtest) e quatro ensaios diferentes foram realizados: determinacao
da resisténcia a tragdo (ABNT NBR ISO 3376: 2014)'%, alongamento do couro (ABNT
NBR ISO 3376: 2014)'%4; determinagao da resisténcia ao rasgamento (ABNT NBR
ISO 3377-1: 2014)'%; e resisténcia ao rasgamento duplo (ABNT NBR ISO 3377-2:
2014)'% QO equipamento mede a forga (N) exigida para quebrar ou rasgar o couro, e
usando este valor juntamente com a espessura ou a area do CP de couro, a
resisténcia é calculada em N mm-! ou N mm-? de acordo com os padrdes mencionados
anteriormente. Os valores de resisténcia foram calculados dividindo a forca (N) pela
espessura (mm) do CP para o calculo da resisténcia ao rasgamento, enquanto a
resisténcia a tragao foi calculada dividindo a forga (N) pela area/largura da amostra

(mm?).

4.2.3 - LIBS: parametros de otimizagao e analise

Nesse estudo, foi utilizado um instrumento LIBS J200 (Applied Spectra,
Fremont, CA, EUA) com o software Axiom 2.5. Este instrumento é equipado com um
laser Nd:YAG em um comprimento de onda fundamental de 1.064 nm, fornecendo um
maximo de 100 mJ de energia em um unico pulso de laser com uma duracgéo de 8 ns
a uma frequéncia de 10 Hz. Utilizou-se um espectrometro CCD de 6 canais para

registrar a informacao espectral de 186 a 1042 nm: canal 1: 186 a 309 nm; canal 2:
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309 a 460 nm; canal 3: 460 a 588 nm; canal 4: 588 a 692 nm; canal 5: 692 a 884 nm;
canal 6: 884 a 1042 nm; resolucao espectral <0,1 nm do UV ao Vis e <0,12 nm do Vis
ao NIR e os espectros sdo compostos por 12.288 variaveis.

A configuragdo adequada dos parametros operacionais da LIBS é
fundamental para o desenvolvimento de procedimentos analiticos para maior
sensibilidade e reprodutibilidade, e esses parametros mudam consideravelmente
dependendo da matriz analisada'’. Na configuragdo experimental, trés parametros
instrumentais podem ser variados: energia do pulso laser de 0 a 100 mJ, tempo de
atraso de 0 a 2 ps e tamanho do ponto (spot size) de 50 a 250 ym. Esses trés
parametros foram avaliados inicialmente utilizando um planejamento fatorial completo
e, posteriormente, com um planejamento Doehlert para estabelecer uma condigao de
compromisso para todas as linhas de emissdo avaliadas''.

O planejamento fatorial completo € utilizado no primeiro estagio da
otimizagcdo para identificar a influéncia ou o efeito de cada variavel na resposta
desejada. Apos a identificagdo das variaveis mais importantes, um refinamento dos
dados pode ser feito adicionando-se mais niveis ao planejamento, usando outro
planejamento como o Doehlert. Usando este tipo de planejamento, as variaveis podem
ser testadas em diferentes niveis e a variavel mais importante pode ser estudada com
mais detalhes'%,

Inicialmente, os 3 parametros experimentais citados anteriormente foram
avaliados em dois niveis, utilizando um planejamento fatorial completo (23 = 8
experimentos): energia do pulso do laser (50 e 90 mJ), tempo de atraso (0,5 e 1,0 us)
e tamanho do ponto (50 e 100 ym), conforme mostrado na TABELA 4.2.3.1. Estas
analises foram realizadas na frente e no verso de 15 amostras representativas
previamente selecionadas (couros de ovinos e bovinos). As respostas avaliadas foram
arelacdo sinal/ruido (SBR) para as 5 linhas de emissao com maior intensidade relativa
para Cr (283,5, 357,8, 359,3, 425,4 e 427,4 nm). Sete efeitos (3 efeitos principais, 3
efeitos secundarios e 1 efeito terciario) foram calculados para cada linha de emissao,

e a média foi usada para classificar a influéncia das variaveis na condigdo espectral.
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TABELA 4.2.3.1 - Planejamento fatorial completo empregado na otimizagdo das
condi¢des instrumentais do LIBS.

Tempo de atraso  Energia do laser Tamanho do
Experimento (us) (mJ) ponto (um)

Codificado Real Codificado Real Codificado Real
1 -1 0,5 -1 50 -1 50
2 -1 0,5 1 90 -1 50
3 1 1,0 -1 50 -1 50
4 1 1,0 1 90 -1 50
5 -1 0,5 -1 50 1 100
6 -1 0,5 1 90 1 100
7 1 1,0 -1 50 1 100
8 1 1,0 1 90 1 100

Apos a identificacdo da ordem das varidveis mais importantes, um
planejamento Doehlert foi empregado. Neste planejamento, as variaveis foram
estudadas em diferentes niveis. A TABELA 4.2.3.2 mostra os 15 experimentos
realizados para as duas amostras escolhidas para otimizacéao, isto €, uma amostra de
couro de bovino e uma amostra de couro ovino. Neste novo planejamento, as
intensidades de sinal analitico e SBR foram consideradas para as 5 linhas de emissao
com maior intensidade relativa para Cr. Estes dados foram convertidos em
desejabilidade e os valores mais baixos e mais altos foram codificados como 0 e 1,
respectivamente. Os 3 primeiros experimentos descritos na TABELA 4.2.3.2
representam o ponto central e foram realizados para calcular a soma quadratica do
erro puro (SSPE). Nesses 3 experimentos, as variaveis sao codificadas como 0 e a
energia do laser, tempo de atraso e tamanho do ponto s&o 50 mJ, 1,0 uys e 75 um,

respectivamente. Todos os experimentos foram realizados em ordem aleatéria.
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TABELA 4.2.3.2 - Planejamento Doehlert utilizado para otimizagdo das condi¢cdes
instrumentais do LIBS.

Experimento

Energia do laser

(mJ)

Tempo de atraso

(Us)

Codificado Real

Codificado Real

S © ® N o g b~ W N =2

O G
A WO DN -

15

0

0

0

1
0,5
0,5

-1
-0,5
-0,5
0,5
0,5
-0,5

0

-0,5
0

50
50
50
90
70
70
10
30
30
70
70
30
50
30
50

0

0

0

0
0,866
0,289

0
-0,866
-0,289
-0,866
-0,289
0,866
0,577
0,289
-0,577

1,0
1,0
1,0
1,0
1,9
1,3
1,0
0,1
0,7
0,1
0,7
1,9
1,6
1,3
0,4

Tamanho do
ponto (um)
Codificado Real
0 75
0 75
0 75
0 75
0 75
0,817 100
0 75
0 75
-0,817 50
0 75
-0,817 50
0 75
-0,817 50
0,817 100
0,817 100

Na otimizagao, foram calculados 15 modelos (5 para couros bovinos, 5

para ovinos e 5 para ambos) utilizando as 5 linhas de emissdo com maior intensidade

relativa para Cr para cada modelo. Os parametros dos modelos foram avaliados

usando uma tabela ANOVA. Graficos de superficie de resposta foram obtidos para os

modelos calculados, permitindo a identificagdo das condigdes mais adequadas para

todas as variaveis simultaneamente.

4.2.4 - Analise dos dados e modelos de classificagcao

Apos obter os dados brutos eles foram normalizados e 12 tipos de

normalizagéo foram testados'%®, em seguida foi calculada a média de 100 espectros

e os dados foram centrados na média. O conjunto de dados foi organizado usando o

Microsoft Excel e as normalizagbes foram calculadas usando o Matlab 2017 (The Math
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Works, Natick, EUA). O software Aurora (Applied Spectra) foi empregado na
identificacdo das linhas de emissdo e o Pirouette 4.5 (Infometrix, Bothell, EUA) foi
utilizado para o calculo dos modelos de classificagao.

O conjunto de dados consistiu em uma matriz com 375 linhas x 12.288
colunas, em que as linhas representavam as amostras de couro e as colunas
representavam as linhas de emisséo (de 186 a 1.042 nm). Uma analise exploratéria
inicial usando PCA foi realizada para avaliar se a LIBS poderia diferenciar varias
caracteristicas das amostras: cores, tipo de couro, couro acabado ou semi-acabado,
entre outros. Posteriormente, trés modelos de classificacdo foram propostos para
predizer a qualidade dos couros: KNN,”” SIMCA'% ¢ PLS-DA."" Os conjuntos de
dados de calibragao e validacdo foram separados usando o algoritmo de Kennard-
Stone.™? O conjunto de calibragéo foi composto por 80% das amostras e o conjunto
de validacédo foi composto por 20% conforme mostrado em detalhes na TABELA
4241.

TABELA 4.2.4.1 - Numero de amostras contidas nos conjuntos de calibracéo e
validacao para os modelos KNN, SIMCA e PLS-DA.

Teste Diregao Classe 1 Classe 2 -la-rcr)%asstrzz Classe 1 Classe 2 Zr%(i)asstrzz
Calibragao Validagao
1 L 158 142 300 33 42 75
2 L 149 151 300 39 36 75
3 L 163 137 300 27 48 75
4 L 154 146 300 34 41 75
5 L 155 144 299 33 42 75
6 L 152 147 299 36 39 75
7 L 153 146 299 35 40 75
8 L 154 118 252 25 38 63
9 L 127 125 252 31 32 63
1 T 156 144 300 34 41 75
2 T 160 140 300 29 46 75
3 T 149 151 300 39 36 75
4 T 151 148 299 37 38 75
5 T 156 143 299 32 43 75
6 T 154 146 300 33 41 74
7 T 155 144 299 33 42 75
8 T 131 121 252 25 38 63
9 T 125 127 252 33 30 63
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4.3 - Resultados e discussao

4.3.1 - Otimizacao das condi¢coes operacionais da LIBS

Inicialmente, trés parametros experimentais para a técnica LIBS foram
avaliados com planejamento fatorial completo. A FIGURA 4.3.1.1 mostra um grafico
de probabilidade dos sete efeitos calculados. Usando esse grafico, os efeitos mais
importantes foram classificados: energia do laser (1), tempo de atraso (2), interagdes
entre a energia do laser e o tempo de atraso (12) e a energia do laser e tamanho do
ponto (13). Uma energia do laser alta e um tempo de atraso baixo produzem efeitos
positivos. O tamanho do ponto (3) ndo teve influéncia significativa, mas ha interacoes

entre essa variavel e as demais.

2,0

m 1 Energia do Laser
15 2 Tempo de atraso .
3 Tamanho do ponto 1
1,0
[ ]
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FIGURA 4.3.1.1 - Grafico referente aos efeitos versus valores de Z para a otimizagao
dos parametros instrumentais da LIBS usando planejamento fatorial completo 23.

Diante desses resultados, um refinamento dos dados foi realizado
alterando as variaveis mais importantes em mais niveis usando um planejamento
Doehlert (ver TABELA 4.2.3.2). O tempo de atraso (a variavel mais importante) foi
avaliado em 7 niveis (0, 0,25, 0,5, 0,75, 1,0, 1,5 e 2,0 us), a energia do laser foi variada
em 5 (10, 50, 65, 80 e 90 mJ), e o tamanho do ponto (0 menos importante) em 3 (50,
75 e 100 um); as respostas monitoradas foram convertidas em desejabilidade. Neste
caso, 0 menor e o maior SBR e a intensidade foram convertidos para 0 e 1,
respectivamente (ver TABELA 4.3.1.1). No inicio, tentou-se calcular um modelo global
combinando as 5 linhas de emissao monitoradas nos dois tipos de couros (bovinos e

ovinos), mas nao foi possivel obter um modelo valido. Em seguida, modelos
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individuais foram calculados para cada linha de emissdo em cada tipo de couro, e
apenas a linha de emissdo em 359,0 para couro bovino apresentou um modelo de
regressao sem falta de ajuste. A TABELA 4.3.1.1 mostra a Dg calculada em 359,0 nm

para cada experimento.

TABELA 4.3.1.1 - Desejabilidade global (Dg) calculada para cada experimento em
359,0 nm.

_ Desejabilidade global (Dg)
Experimento
em 359 nm

0,26
0,33
0,17
0,74
1,00
0,71
0,00
0,19
0,81
0,56
0,74
0,42
0,77
0,10
15 0,33

© 0o N oo 0o~ ODN -

R G G
A W N -~ O

O modelo gerado (apenas os coeficientes validos) é representado pela

equacao 1:
. 031 ,037EL , 0,16TA 0,24TP , 0,29TA? , 0,32TP% , 0,41EL X TP
D959 mm,bovino) = yq 11 % 013 T 4013 ~ r022 ¥ 4022 T o1 T 4031
Equacéo 1

onde EL, TA e TP sao a energia do laser, o tempo de atraso e o tamanho do ponto,
respectivamente.

A significancia deste modelo foi avaliada usando uma tabela ANOVA e
os parametros estatisticos sdo apresentados na TABELA 4.3.1.2. No modelo

apresentado na equacgao 1, é possivel verificar que ha um forte sinergismo entre a
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energia do laser (EL) e o tamanho do ponto (TP). O modelo calculado n&o mostrou
falta de ajuste porque a média quadratica da falta de ajuste e do erro puro s&o
estatisticamente iguais, o valor de F calculado (2,26) € menor que o tabelado (19,3)
com 95% de nivel de confianca (ver TABELA 4.3.1.2). O coeficiente de determinagéo
(R?) foi de 0,927.

TABELA 4.3.1.2 - Tabela ANOVA para o modelo calculado em 359 nm.

Parametro Soma Graus de Média Teste F F
Quadratica liberdade Quadratica tabelado
(95%)
Regressao 1,21 6 0,201 16,9 3,58
Residuo 0,0953 8 0,0119
Total 1,30 14 0,0931
Erro puro 0,0123 2 0,00610 2,26 19,3
Falta de 0,0831 6 0,0138
ajuste
Variagao 0,927 R
explicada
(R?)
(Maxima 0,995 R maximo
variagao
explicavel
(R? méaximo)

As superficies de resposta obtidas para esse modelo sdo apresentadas
na FIGURA 4.3.1.2. A energia do laser (eixo x), o tempo de atraso (eixo y) e o Dg (eixo
z) sao mostrados na FIGURA 4.3.1.2 a. As melhores condi¢des de trabalho foram
obtidas com uma energia do laser de 90 mJ e um tempo de atraso de 1,9 us (a Dg
prevista é aproximadamente 1). As FIGURAS 4.3.1.2 b € 4.3.1.2 ¢ mostram as outras
combinagdes das variaveis (energia do laser versus tamanho do ponto e tempo de
atraso versus tamanho do ponto). Analisando estes numeros, € possivel ver que uma

Dg alta (préximo de 1) é observada quando o tamanho do ponto € de 100 ou 50 um.
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FIGURA 4.3.1.2 - Graficos de superficie de resposta para Dg obtidos a partir de
respostas em 359 nm: tempo de atraso versus energia do laser (a), energia do laser
versus tamanho do ponto (b) e tempo de atraso versus tamanho do ponto (c).
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Assim, um novo experimento foi realizado mantendo as variaveis ja
otimizadas em 90 mJ e 1,9 us e variando apenas o tamanho do ponto para 50 ou 100
pm. O tamanho do ponto de 50 um apresentou os melhores resultados de
desejabilidade, conforme mostrado na TABELA 4.3.1.3.

TABELA 4.3.1.3 - Resultados de desejabilidade para o novo experimento variando
apenas o tamanho do ponto para 50 ou 100 ym.

Dg | S/N 357 nm S/N 283nm S/N 359nm S/N 425nm S/N 427nm
Bovino | Ovino | Bovino | Ovino | Bovino | Ovino | Bovino | Ovino | Bovino | Ovino

50
um 0,68 1,29 0,03 0,11 24,11 1,85 0,54 1,42 0,03 | 0,02
100
Mm 0,53 1,23 0,03 0,07 | 33,70 0,34 0,12 0,51 0,08 | 0,01

Dessa forma, para validar o modelo, as condigdes otimizadas também
foram testadas para as demais 4 linhas de emissao para o Cr em ambos os tipos de
couro. Essa condigao foi comparada com o sinal mais intenso obtido anteriormente no
planejamento Doehlert antes da otimizagdo. Na maioria dos casos, a intensidade do
sinal melhorou significativamente apds a otimizagdo conforme mostrado na FIGURA
4.3.1.3.
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FIGURA 4.3.1.3 (parte 1) - Sinais de emisséo para as 5 linhas de emissdo com
maior intensidade relativa para Cr para amostras de couro (bovinos e ovinos), antes
e depois de experimentos para a otimizagao dos parametros instrumentais do LIBS.
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FIGURA 4.3.1.4 (parte 2) - Sinais de emiss&o para as 5 linhas de emissdo com maior
intensidade relativa para Cr para amostras de couro (bovinos e ovinos), antes e depois
de experimentos para a otimizacao dos parametros instrumentais do LIBS.

Além disso, apos o pulso de laser e inspecdo visual, nenhum dano

incomum foi observado nas amostras (veja a FIGURA 4.3.1.4).
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FIGURA 4.3.1.5 - Imagens do couro apos pulsos de laser.

Também é importante mencionar que ¢é dificil fazer uma comparagao
justa entre artigos publicados porque diferentes configuragdes instrumentais sao
descritas. Em um artigo publicado em 201187, por exemplo, a energia do laser foi de
25 mJ, mas o comprimento de onda do laser foi de 532 nm. Ainda em 2011, NASR et
al.%® publicaram um artigo dedicado a analise do couro e a energia e o comprimento
de onda do laser foram de 100 mJ e 1.064 nm, respectivamente. A principal vantagem
do presente estudo é o fato de que agora exatamente as mesmas condi¢des
experimentais podem ser reproduzidas em todo o mundo, porque um sistema

comercial é usado.

4.3.2 - Analise de couros

As amostras foram analisadas diretamente na camara de ablacdo sem
qualquer tratamento preliminar. Antes dos experimentos, foi realizado um processo de
limpeza da amostra com varios pulsos de laser. Depois disso, um total de 100
espectros foram coletados para cada amostra no modo de varredura (raster). Para
limpar a superficie da amostra, foram realizados 100 pulsos com 10 mJ de energia de
pulso de laser e 250 um de tamanho de ponto, resultando em uma fluéncia de 20 J

cm2. Depois disso,100 espectros foram registrados para cada amostra em modo
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raster na mesma area, e a energia de pulso do laser, tamanho do ponto e tempo de
atraso foram 90 mJ, 50 um e 1,9 us, respectivamente, conforme condi¢cdes otimizadas.
A fluéncia calculada e a irradiancia com esta condicéo é de cerca de 4.600 J cm=2 e
765 GW cm?, respectivamente. O software Aurora (Applied Spectra) e as informagdes
do Instituto Nacional de Padroes e Tecnologia (NIST)''® foram utilizados para a
identificacdo das linhas de emiss&o no espectro LIBS.

A FIGURA 4.3.2.1 apresenta uma descrigdo geral de um espectro
representativo do LIBS obtido para uma amostra de couro de ovino. Este espectro é
uma média de 100 espectros. Os sinais identificados e mais intensos sado destacados
e numerados de 1 a 29, e suas linhas de emissao correspondentes estao listadas na
TABELA 4.3.2.1. A maioria das linhas de emissio identificadas & de Cr, como
esperado devido ao processo de curtimento de couro ter sido realizado com sulfato
de cromo (lll). As linhas de emissao mais intensas foram observadas para Cr e Na em
520,8 (sinal 17) nm e 588,9 (sinal 21), respectivamente. Essas duas espécies
quimicas, assim como outras encontradas nas amostras de couro, s&o provenientes

de varios reagentes quimicos adicionados no processo de curtimento.8-10.114

14000

1617 21 9o
/
12000 A ™
10000 5 6 4
: Ju
£
w
& 8000 25
© 3 4
o 24 | o
S 6000-JUL 10,11,12,13 19
ke
(7]
S 1 1415 g 20
£ 40004/ , 8.9 S/ 27,28
e l { l 23 l 2
2000 - L l i
ﬂl Ah i) w “ ‘
0 iRt T T T T T T T T

T T
240 320 400 480 560 640 720 800

Comprimento de onda (nm)

FIGURA 4.3.2.1 - Espectro de emissao tipico obtido para uma amostra de couro.



TABELA 4.3.2.1 - Linhas de emisséao (I atdmica e Il ibnica) identificadas nos couros
analisados.

Comprimento Comprimento
Identificacdo  Elementos Identificacdo  Elementos
de onda (nm) de onda (nm)
1 Cl 247.,8 16 Crl 520,6
2 Crll 267,7 17 Crl 520,8
3 Mg | 279,8 18 Crl 529,8
4 Mg | 280,1 19 Crl 534,5
5 Crl 357,8 20 Crl 540,9
6 Crl 359,3 21 Na | 588,9
7 Crl 360,5 22 Na | 589,5
8 Call 393,3 23 H I 656,2
9 Call 396,8 24 N | 742,3
10 Cal 422,6 25 N | 7442
11 Crl 4254 26 NI 746,8
12 Crl 427 .4 27 Kl 766,4
13 Crl 428,9 28 K 769,8
14 Crl 464,6 29 ol 777,4
15 Crl 465,2

Para avaliar se os 100 espectros obtidos no modo raster sao
reprodutiveis, varios calculos usando os 100 espectros em uma amostra foram
realizados. Em seguida, calculou-se a altura do sinal para as seguintes linhas de
emisséo (5 linhas de emissdo com maior intensidade relativa para o Cr): 267,7, 357,8,
359,3, 425,4 e 427,4 nm. Posteriormente, avaliaram-se 10 razdes (267/357, 267/359,
357/359, 425/427, 267/425, 267/427, 359/425, 357/427, 359/427 e 357/425). A
FIGURA 4.3.2.2 mostra graficos do tipo box plot para as 10 razdes calculadas. Circulo,
limites de caixa, linha horizontal, barras de erro e quadrados representam a média, o
desvio padrao, a mediana, 95% do nivel de confianga e os valores minimo e maximo,
respectivamente. Como pode-se observar, os valores sao constantes e seguem uma
distribuicdo normal, comprovando que os 100 espectros obtidos na superficie da

amostra apresentam boa reprodutibilidade.
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FIGURA 4.3.2.2 - Graficos das 10 razdes calculadas para altura do sinal das linhas de
emissao: 267/357 (1), 267/359 (2), 357/359 (3), 425/427 (4), 267/425 (5), 267/427 (6),
359/425 (7), 357/427 (8), 359/427 (9), 357/425 (10).

4.3.3 - Analise exploratéria usando PCA

PCA é uma ferramenta que permite projetar dados de alta dimensao em
um pequeno numero de variaveis (denominado componente principal, PC), permitindo
observar diferencas e verificar relagdes entre variaveis.”” Duas novas matrizes s&o
geradas em uma PCA, uma matriz de pesos ou loadings que representa a influéncia
das variaveis originais na distribuicdo das amostras e uma matriz de escores com as
projegOes das amostras.®°

Uma PCA foi calculada usando a matriz de dados obtida (375 amostras
e 12.288 variaveis) com o conjunto de dados normalizado pela area e centrado na
média. Varias categorias foram analisadas, mas diferencas foram observadas apenas
quando a cor do couro foi considerada. Os escores e pesos das primeiras trés
componentes principais foram avaliados, e a FIGURA 4.3.3.1 a apresenta o grafico
dos valores de escores para PC1 para diferentes amostras, com 74% da variancia

explicada, enquanto a FIGURA 4.3.3.1 b apresenta o grafico de pesos para PC1 em
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diferentes comprimentos de onda, apresentando linhas de emissao que podem ser
associadas a pigmentos utilizados nas amostras.®® A principal distingdo das amostras
quanto a cor é devido ao C, Cr e Na com valores positivos para PC1 e Ca com valores

negativos.
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FIGURA 4.3.3.1 - Grafico de escores (a) e grafico de pesos (b) para PC1 para
amostras de couro em diferentes cores.

4.3.4 - Proposicao de modelos de classificagao

Antes de calcular os modelos de classificagdo realizou-se um pré-
processamento dos dados apds a obtengao dos espectros, no qual, os dados foram
normalizados com o objetivo de compensar a heterogeneidade das amostras. Foram
testados 12 tipos de normalizagdes’°:

Média dos espectros;

Norma seguida pela média dos espectros;

Area seguida pela média dos espectros;

Maximo seguida pela média dos espectros;

Intensidade do carbono 193,091 nm seguida pela média dos espectros;
Intensidade do carbono 247,856 nm seguida pela média dos espectros;

Soma dos espectros;

© N o g ks~ WD~

Norma seguida pela soma dos espectros;

©

Area seguida pela soma dos espectros;
10. Maximo seguida pela soma dos espectros;
11. Intensidade do carbono 193,091 nm seguida pela soma dos espectros;
12. Intensidade do carbono 247,856 nm seguida pela soma dos espectros.
Uma PCA foi calculada para cada normalizagdao, dessa forma foram
geradas 12 PCAs e a normalizagao 3 (area seguida pela média) foi a que gerou uma
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PCA com os melhores agrupamentos entre os diferentes tipos de amostras e por isso
ela foi escolhida para a normalizacdo dos resultados. Pode-se resumir o tratamento
dos dados da seguinte forma: 1) obtencéo dos espectros, 2) normalizagado dos dados
pela area, 3) calculo da média dos 100 espectros, 4) os dados foram centrados na
meédia e, 5) calculo dos modelos de classificagao.

Nesta parte do estudo, as amostras foram divididas em duas classes. A
TABELA 4.3.4.1 apresenta as especificacbes eleitas para cada teste. Essas
especificagdes foram organizadas de acordo com a ABNT NBR 13525:2016% que foi
publicada em 2016 e apresenta valores de orientagdo para a qualidade de couros em
ensaios fisicos e quimicos. Estes valores foram utilizados como parametros de
orientacao para estabelecer as classes, e foram feitas tentativas para manter 50% das

amostras em cada classe.
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TABELA 4.3.4.1 - Valores dos testes fisico-mecanicos obtidos para os 9 testes realizados nas dire¢gdes L e T.

Testes realizados e valores  Resultados Resultados Resultados Resultados Especificacdo  Especificagdo Especificagdo  Especificagado
Direcoes de referéncia (ABNT NBR obtidos para obtidos para obtidos para obtidos para
13525:2016)° ovinos (L) bovinos (L) ovinos (T) bovinos (T) Classe 1 (L) Classe 2 (L) Classe 1 (T) Classe 2 (T)
1 Espessura
(mm), 1,2 + 087-1,25 163225 089-121 161217  0,87-1,91 1,92-2,25 0,89-1,89 1,90-2,17
0,2 mm
Tetes  de féé’ﬁa (N). 696250 232938 86,9269  160-810  69,6-507 509-938 86,9-374 375-810
— tracdo (1-4) =
5 o
3. ﬁﬁﬁiﬁtenc'a 6,06-23,7 112478 7,60-244 876411 6,06-264 265478  7,60-19,7  19,8-41,1
=
g .
= 4 Elongacao ,n5919 354121  373-87.8 527129 354741  74,2-121 37,3762  76,7-129
o (%), 40%
= 5 Espessura
o (mm), 1,2 + 086-1,21 164247 089-1,22 166239  0,86-1,92 1,93-2,47 0,89-1,92 1,93-2,39
_|
3 Tetes de 0.2mm
>
g  rasgamento 6 Forca (N). 549519 107535 232582 1216582 21,9-171 172-535 23,2-181 182-582
o (5-7) 225N
(2] . n .
2 7 Resisténcia o5 4 467  587.250  259-542 61,6273  25,1-90,5 91,0-250 25,9-95,6 95,9-273
3 (N/mm)
= 8 Espessura
Tetes  de (mm), 1,2 % - 1,69-2,43 - 1,61-2,42  1,69-1,98 1,99-2,43 1,61-1,98 1,99-2,42
rasgamento 0,2 mm
duplo (8e9) 9 _Forea (N) . 57,0-270 . 633-287 57,0943 947270 633104  105-287
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Por exemplo, os testes 1, 5 e 8 sdo referentes a espessura das amostras
e o valor de referéncia € de 1,2 £ 0,2 mm. Ovinos e bovinos apresentaram valores
variando de 0,870 a 2,25 mm e 0,890 a 2,17 mm nas diregcbes L e T, respectivamente.
Neste caso, amostras com espessura inferior a 1,91 para L e 1,89 para T mm foram
agrupadas na classe 1.

Essas classes foram entdo usadas para calcular modelos de
classificagdo usando as informagdes espectrais obtidas pela LIBS. A TABELA 4.3.4.2
apresenta os valores obtidos quando o KNN foi utilizado para prever as amostras da
classe 1. O conjunto de dados foi dividido em calibragcdo e validagdo e foram
calculadas 4 figuras de mérito: exatid&do, sensibilidade, especificidade e taxa de falso
alarme. A exatiddo média obtida para a classe 1 na diregéo L foi 78,8% para calibragao
e 76,1% para validagcao. A exatidao representa a porcentagem de previsdes corretas
do modelo. No caso do SIMCA (TABELA 4.3.4.4 e TABELA 4.3.4.5) e do PLS-DA
(TABELA 4.3.4.6 e TABELA 4.3.4.7), a exatiddo apresentou resultados semelhantes
e variou de 71,6 a 80,5% para calibragdo e validacdo nas duas classes. A
sensibilidade para a classe 1 € a capacidade do modelo de prever corretamente as
amostras de classe 2, e os resultados variaram de 61,6 a 84,6% para todos os
modelos calculados. A taxa de falso alarme é o numero de previsdes incorretas
dividido pelo numero total de amostras para uma classe especifica. A taxa de falso
alarme para os 3 modelos de classificacao calculados variou de 14,4 a 36,9%. A ultima
figura de mérito foi a especificidade, que é referente ao numero de previsdes corretas
para uma classe especifica dividido pelo numero total de amostras da mesma classe.
Em geral, a especificidade variou de 61,6 a 84,6%. A situacado ideal é exatidao,
sensibilidade e especificidade iguais a 100% e taxa de alarme falso igual a 0%.

As TABELAS 4.3.4.2 € 4.3.4.3 mostram os resultados para KNN para as
classes 1 e 2, respectivamente. Modelos individuais foram calculados para cada teste
nas duas direcdes avaliadas. O numero de vizinhos selecionados variou de 3 a 6. As
TABELAS 4.3.4.4 a 4.3.4.7 mostram os resultados para SIMCA e PLS-DA.

Os resultados mostrados nas tabelas comprovam que de forma geral
foram obtidas boas capacidades de predicdo para as quatro figuras de mérito, tanto
para os conjuntos de calibragdo quanto de validacao, para as classes 1 e 2 e para as
diregdes L e T para os trés modelos desenvolvidos. Os trés modelos tiveram
capacidades de predicdo semelhantes, contudo o modelo KNN e o PLS-DA foram
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ligeiramente melhores do que o SIMCA, com resultados de predi¢ao correta em torno
de 80%.
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TABELA 4.3.4.2 - Exatidao, sensibilidade, taxa de falso alarme e especificidade calculados para a classe 1 do modelo KNN.

Calibragao para classe 1 Validagao para classe 1
N Numero Numero s - Taxa de P Numero o " Taxa de e
Teste Direcéo de de Exatiddo Sensibilidade falso Especificidade de Exatiddo  Sensibilidade falso Especificidade
- (%) (%) alarme (%) (%) (%) alarme (%)
amostras vizinhos (%) amostras (%)

1 L 158 3 78,0 74,6 19,0 81,0 33 81,3 73,8 9,1 90,9
2 L 149 4 65,3 72,2 41,6 58,4 39 61,3 61,1 38,5 61,5
3 L 163 5 68,7 69,3 31,9 68,1 27 62,7 66,7 44 4 55,6
4 L 154 5 77,3 76,7 22,1 77,9 34 73,3 854 41,2 58,8
5 L 155 5 79,9 77,8 18,1 81,9 33 73,3 76,2 30,3 69,7
6 L 152 5 83,6 78,9 11,8 88,2 36 81,3 76,9 13,9 86,1
7 L 153 3 84,6 83,6 14,4 85,6 35 80,0 82,5 22,9 77,1
8 L 134 5 79,0 71,2 14,2 85,8 25 81,0 76,3 12,0 88,0
9 L 127 3 92,9 88,8 3,1 96,9 31 90,5 87,5 6,5 93,5
Média 78,8 77,0 19,6 80,4 76,1 76,3 24,3 75,7
Mediana 78,9 76,9 18,5 81,5 78,0 76,3 23,6 76,4
SD 8,24 6,20 11,36 11,36 9,45 8,49 14,74 14,74

1 T 156 5 77,0 70,1 16,7 83,3 34 77,3 75,6 20,6 79,4
2 T 160 3 69,3 71,4 32,5 67,5 29 76,0 78,3 27,6 72,4
3 T 149 5 70,3 69,5 28,9 711 39 69,3 66,7 28,2 71,8
4 T 151 6 91,3 92,6 9,9 90,1 37 85,3 86,8 16,2 83,8
5 T 156 5 80,6 76,2 15,4 84,6 32 84,0 814 12,5 87,5
6 T 154 3 77,7 74,7 19,5 80,5 33 83,8 78,0 9,1 90,9
7 T 155 3 82,3 80,6 16,1 83,9 33 81,3 73,8 9,1 90,9
8 T 131 5 76,2 72,7 20,6 79,4 25 79,4 73,7 12,0 88,0
9 T 125 5 93,7 89,8 2,4 97,6 33 921 86,7 3,0 97,0
Média 79,8 77,5 18,0 82,0 80,9 77,9 15,4 84,6
Mediana 78,7 75,4 17,3 82,7 81,1 78,0 13,9 86,1

SD 8,33 8,47 9,07 9,07 6,47 6,47 8,61 8,61

57



TABELA 4.3.4.3 - Exatidao, sensibilidade, taxa de falso alarme e especificidade calculados para a classe 2 do modelo KNN.

Calibracao para classe 2

Validagéo para classe 2

P Numero Numero o o Taxa de e Numero - . Taxa de e
Teste Diregao d Exatiddo  Sensibilidade falso Especificidade Exatiddo  Sensibilidade falso Especificidade
e de de
o (%) (%) alarme (%) (%) (%) alarme (%)
amostras vizinhos (%) amostras (%)
1 L 142 3 78,0 81,0 254 74,6 42 81,3 90,9 26,2 73,8
2 L 151 4 65,3 58,4 27,8 72,2 36 61,3 61,5 38,9 61,1
3 L 137 5 68,7 68,1 30,7 69,3 48 62,7 55,6 33,3 66,7
4 L 146 5 77,3 77,9 23,3 76,7 41 73,3 58,8 14,6 854
5 L 144 5 79,9 81,9 22,2 77,8 42 73,3 69,7 23,8 76,2
6 L 147 5 83,6 88,2 21,1 78,9 39 81,3 86,1 23,1 76,9
7 L 146 3 84,6 85,6 16,4 83,6 40 80,0 77,1 17,5 82,5
8 L 118 5 79,0 85,8 28,8 71,2 38 81,0 88,0 23,7 76,3
9 L 125 3 92,9 96,9 11,2 88,8 32 90,5 93,5 12,5 87,5
Média 78,8 80,4 23,0 77,0 76,1 75,7 23,7 76,3
Mediana 78,9 81,5 23,1 76,9 78,0 76,4 23,7 76,3
SD 8,24 11,36 6,20 6,20 9,45 14,74 8,49 8,49
1 T 144 5 77,0 83,3 29,9 70,1 41 77,3 79,4 244 75,6
2 T 140 3 69,3 67,5 28,6 71,4 46 76,0 72,4 21,7 78,3
3 T 151 5 70,3 71,1 30,5 69,5 36 69,3 71,8 33,3 66,7
4 T 148 6 91,3 90,1 7,4 92,6 38 85,3 83,8 13,2 86,8
5 T 143 5 80,6 84,6 23,8 76,2 43 84,0 87,5 18,6 814
6 T 146 3 77,7 80,5 25,3 74,7 41 83,8 90,9 22,0 78,0
7 T 144 3 82,3 83,9 19,4 80,6 42 81,3 90,9 26,2 73,8
8 T 121 5 76,2 79,4 27,3 72,7 38 79,4 88,0 26,3 73,7
9 T 127 5 93,7 97,6 10,2 89,8 30 92,1 97,0 13,3 86,7
Média 79,8 82,0 22,5 77,5 80,9 84,6 22,1 77,9
Mediana 78,7 82,7 24,6 75,4 81,1 86,1 22,0 78,0
SD 8,33 9,07 8,47 8,47 6,47 8,61 6,47 6,47

58



TABELA 4.3.4 .4 - Exatidao, sensibilidade, taxa de falso alarme e especificidade obtidos para a classe 1 do modelo SIMCA.

Calibracao para classe 1

Validagao para classe 1

Taxa Taxa
. Direcao  \Umero  NUmero e iiso  Sensibilidade 9 Especificidade \UT®™©  Exatidso Sensibilidade .9 Especificidade

este de de o o falso o de o N falso o

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
amostras fatores alarme amostras alarme
(%) (%)

1 L 158 2 70,0 61,3 19,6 77,8 33 61,3 59,5 36,4 63,6
2 L 149 2 63,7 67,5 38,3 59,7 39 62,7 75,0 46,2 51,3
3 L 163 2 69,7 83,2 41,1 58,3 27 68,0 85,4 63,0 37,0
4 L 154 3 77,0 70,5 14,3 83,1 34 74,7 75,6 26,5 73,5
5 L 155 2 71,2 79,9 35,5 63,2 33 68,0 81,0 42,4 51,5
6 L 152 2 82,9 89,1 21,7 77,0 36 80,0 87,2 25,0 72,2
7 L 153 2 83,3 89,0 20,9 77,8 35 82,7 92,5 25,7 71,4
8 L 134 2 70,6 67,8 24,6 73,1 25 65,1 71,1 44,0 56,0
9 L 127 2 88,5 91,2 11,0 85,8 31 82,5 87,5 22,6 77,4
Média 75,2 77,7 25,2 72,9 71,7 79,4 36,9 61,6
Mediana 73,2 78,8 23,2 75,1 69,8 80,2 36,6 62,6
SD 8,16 11,17 10,67 10,11 8,48 10,22 13,35 13,46
1 T 156 2 71,0 66,7 23,7 75,0 34 56,0 56,1 38,2 55,9
2 T 160 2 74,3 69,3 20,0 78,8 29 76,0 67,4 6,9 89,7
3 T 149 2 72,7 69,5 23,5 75,8 39 74,7 75,0 23,1 74,4
4 T 151 2 93,8 95,3 6,4 92,2 37 81,3 86,8 24,3 75,7
5 T 156 2 73,2 83,2 34,0 64,1 32 65,3 74,4 43,8 53,1
6 T 154 2 79,7 73,3 13,0 85,7 33 73,0 68,3 21,2 78,8
7 T 155 2 81,6 75,0 11,0 87,7 33 72,0 69,0 24,2 75,8
8 T 131 2 72,2 63,6 18,3 80,2 25 69,8 63,2 16,0 80,0
9 T 125 2 89,3 90,6 10,4 88,0 33 76,2 86,7 30,3 66,7
Média 78,6 76,3 17,8 80,8 71,6 71,9 25,3 72,2
Mediana 76,5 741 18,1 80,5 72,5 70,5 24,3 75,0
SD 8,18 11,01 8,58 8,63 7,35 10,15 11,08 11,72
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TABELA 4.3.4.5 - Exatidao, sensibilidade, taxa de falso alarme e especificidade obtidos para a classe 2 do modelo SIMCA.

Calibragao para classe 2

Validagdo para classe 2

Taxa Taxa
. Direcao  \Umero  NUmero e iiso  Sensibilidade 9 Especificidade \UT®™©  Exatidso Sensibilidade .9 Especificidade

este de de o o falso o de o N falso o

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
amostras fatores alarme amostras alarme
(%) (%)

1 L 142 2 70,0 77,8 38,0 61,3 42 61,3 63,6 40,5 59,5
2 L 151 2 63,7 59,7 31,8 67,5 36 62,7 51,3 25,0 75,0
3 L 137 2 69,7 58,3 14,6 83,2 48 68,0 37,0 12,5 85,4
4 L 146 3 77,0 83,1 28,8 70,5 41 74,7 73,5 24,4 75,6
5 L 144 2 71,2 63,2 19,4 79,9 42 68,0 51,5 19,0 81,0
6 L 147 2 82,9 77,0 10,9 89,1 39 80,0 72,2 7.7 87,2
7 L 146 2 83,3 77,8 10,3 89,0 40 82,7 71,4 5,0 92,5
8 L 118 2 70,6 73,1 31,4 67,8 38 65,1 56,0 26,3 711
9 L 125 2 88,5 85,8 8,0 91,2 32 82,5 77,4 12,5 87,5
Média 75,2 72,9 21,5 77,7 71,7 61,6 19,2 79,4
Mediana 73,2 751 20,5 78,8 69,8 62,6 19,1 80,2
SD 8,16 10,11 11,19 11,17 8,48 13,46 11,11 10,22
1 T 144 2 71,0 75,0 32,6 66,7 41 56,0 55,9 43,9 56,1
2 T 140 2 74,3 78,8 29,3 69,3 46 76,0 89,7 32,6 67,4
3 T 151 2 72,7 75,8 28,5 69,5 36 74,7 74,4 25,0 75,0
4 T 148 2 93,8 92,2 34 95,3 38 81,3 75,7 10,5 86,8
5 T 143 2 73,2 64,1 16,8 83,2 43 65,3 53,1 23,3 74,4
6 T 146 2 79,7 85,7 25,3 73,3 41 73,0 78,8 29,3 68,3
7 T 144 2 81,6 87,7 24,3 75,0 42 72,0 75,8 26,2 69,0
8 T 121 2 72,2 80,2 36,4 63,6 38 69,8 80,0 31,6 63,2
9 T 127 2 89,3 88,0 7,9 90,6 30 76,2 66,7 13,3 86,7
Média 78,6 80,8 22,7 76,3 71,6 72,2 26,2 71,9
Mediana 76,5 80,5 24,8 74,1 72,5 75,0 26,2 70,5
SD 8,18 8,63 11,18 11,01 7,35 11,72 10,09 10,15
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TABELA 4.3.4.6 - Exatidao, sensibilidade, taxa de falso alarme e especificidade obtidos para a classe 1 do modelo PLS-DA.

Calibragao para classe 1

Validagao para classe 1

N Numero Numero o . Taxa de s Numero - . Taxa de e

Teste Direcéo de de Exatiddo  Sensibilidade falso Especificidade de Exatiddo Sensibilidade falso Especificidade
(%) (%) alarme (%) (%) (%) alarme (%)

amostras fatores (%) amostras (%)

1 L 158 3 74,7 69,7 18,4 79,1 33 72,0 71,4 24,2 72,7
2 L 149 3 95,0 934 0,7 96,6 39 53,3 66,7 53,8 41,0
3 L 163 3 71,3 76,6 32,5 66,9 27 61,3 66,7 48,1 51,9
4 L 154 3 74,3 74,7 234 74,0 34 81,3 90,2 29,4 70,6
5 L 155 3 77,3 74,3 18,1 80,0 33 70,7 78,6 33,3 60,6
6 L 152 3 82,6 87,1 20,4 78,3 36 84,0 87,2 16,7 80,6
7 L 153 3 84,6 88,4 17,6 81,0 35 86,7 92,5 17,1 80,0
8 L 134 3 75,4 72,9 20,1 77,6 25 71,4 73,7 32,0 68,0
9 L 127 2 89,7 88,0 5,5 91,3 31 90,5 87,5 6,5 93,5
Média 80,5 80,6 17,4 80,5 74,6 79,4 29,0 68,8
Mediana 78,9 78,6 18,2 79,6 73,3 79,0 29,2 69,7
SD 7,97 8,58 9,38 8,81 12,21 10,23 15,15 15,89
1 T 156 3 74,3 71,5 21,8 76,9 34 72,0 73,2 23,5 70,6
2 T 160 3 71,3 68,6 25,0 73,8 29 80,0 71,7 34 93,1
3 T 149 3 71,7 63,6 19,5 79,9 39 76,0 72,2 17,9 79,5
4 T 151 3 89,6 90,5 9,9 88,7 37 82,7 86,8 21,6 78,4
5 T 156 3 844 78,3 12,4 86,8 32 73,3 79,1 28,1 65,6
6 T 154 3 82,7 71,9 5,8 92,9 33 78,4 75,6 15,2 81,8
7 T 155 3 83,9 72,9 4,5 94,2 33 74,7 71,4 18,2 78,8
8 T 131 3 72,2 70,2 244 74,0 25 68,3 65,8 24,0 72,0
9 T 125 2 89,7 87,4 6,4 92,0 33 85,7 86,7 6,1 84,8
Média 80,0 75,0 14,4 844 76,8 75,8 17,6 78,3
Mediana 81,3 72,4 13,4 85,6 76,4 74,4 18,1 78,6
SD 7,63 8,85 8,31 8,27 5,48 7,13 8,24 8,18
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TABELA 4.3.4.7 - Exatidao, sensibilidade, taxa de falso alarme e especificidade obtidos para a classe 2 do modelo PLS-DA.

Calibragao para classe 2

Validagao para classe 2

A Numero Numero o . Taxa de s Numero - . Taxa de e
Teste Direcéo de de Exatiddo  Sensibilidade falso Especificidade de Exatiddo Sensibilidade falso Especificidade
(%) (%) alarme (%) (%) (%) alarme (%)
amostras fatores (%) amostras (%)

1 L 142 3 74,7 79,1 29,6 69,7 42 72,0 72,7 28,6 71,4
2 L 151 3 95,0 96,6 6,0 934 36 53,3 41,0 33,3 66,7
3 L 137 3 71,3 66,9 20,4 76,6 48 61,3 51,9 31,3 66,7
4 L 146 3 74,3 74,0 24,7 74,7 41 81,3 70,6 9,8 90,2
5 L 144 3 77,3 80,0 25,0 74,3 42 70,7 60,6 21,4 78,6
6 L 147 3 82,6 78,3 12,9 87,1 39 84,0 80,6 7,7 87,2
7 L 146 3 84,6 81,0 11,0 884 40 86,7 80,0 5,0 92,5
8 L 118 3 75,4 77,6 26,3 72,9 38 71,4 68,0 23,7 73,7
9 L 125 2 89,7 91,3 10,4 88,0 32 90,5 93,5 12,5 87,5
Média 80,5 80,5 18,5 80,6 74,6 68,8 19,2 79,4
Mediana 78,9 79,6 19,5 78,6 73,3 69,7 20,3 79,0
SD 7,97 8,81 8,50 8,58 12,21 15,89 10,76 10,23

1 T 144 3 74,3 76,9 27,8 71,5 41 72,0 70,6 26,8 73,2
2 T 140 3 71,3 73,8 30,0 68,6 46 80,0 93,1 28,3 71,7
3 T 151 3 71,7 79,9 344 63,6 36 76,0 79,5 27,8 72,2
4 T 148 3 89,6 88,7 8,1 90,5 38 82,7 78,4 10,5 86,8
5 T 143 3 844 86,8 21,7 78,3 43 73,3 65,6 18,6 79,1
6 T 146 3 82,7 92,9 26,7 71,9 41 78,4 81,8 19,5 75,6
7 T 144 3 83,9 94,2 25,7 72,9 42 74,7 78,8 23,8 71,4
8 T 121 3 72,2 74,0 29,8 70,2 38 68,3 72,0 28,9 65,8
9 T 127 2 89,7 92,0 11,0 874 30 85,7 84,8 13,3 86,7
Média 80,0 844 23,9 75,0 76,8 78,3 22,0 75,8
Mediana 81,3 85,6 26,2 72,4 76,4 78,6 22,9 74,4

SD 7,63 8,27 8,87 8,85 5,48 8,18 6,82 7,13
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Uma outra forma de apresentar os resultados da capacidade de previséao

dos modelos de classificagao é usando curvas ROC (receiver operator characteristic

curve)'5. Curvas ROC para os testes (de 1 a 9 para o modelo PLS-DA) sdo mostradas

nas FIGURAS 4.3.4.1 a 4.3.4.4. Em geral, a area sob a curva variou de 0,6 (ruim) a

0,9 (boa capacidade de predi¢ao). Para o teste 1, por exemplo, referente a medida da

espessura nos ensaios de tragao (ver TABELA 4.3.4.1) para as amostras da classe 1

(0,87-1,91 para L e 0,89-1,89 para T) para conjuntos de dados de calibragcao e

validagao para o PLS-DA a area calculada sob as curvas variou de 0,74 a 0,76 e os

modelos podem ser considerados ajustados.
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FIGURA 4.3.4.1 - Curvas ROC para amostras da classe 1
calibragdo para o modelo PLS-DA. Linhas pontilhadas e sélidas representam testes
realizados nas dire¢des transversal (L) e longitudinal (T), respectivamente.
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FIGURA 4.3.4.4 - Curvas ROC para amostras da classe 2 do conjunto de dados de
validacédo para o modelo PLS-DA. Linhas pontilhadas e sélidas representam testes
realizados nas dire¢cdes L e T respectivamente.

A capacidade do LIBS de prever as caracteristicas fisico-mecanicas dos
couros é proveniente das ligagdes quimicas como C=0, N-H, C-O, C=N e também da
presenca de elementos leves, tais como H, C, N e O neste tipo de material.

Embora os modelos de classificacdo tenham alcancado cerca de 80%
de classificagao correta, acreditamos que os modelos desenvolvidos serao uteis para
aplicacdes praticas, pois sdo de facil implementacdo no campo industrial € podem
oferecer resultados preliminares. Além disso, valores suspeitos podem ser
confirmados com métodos padrbes. Considerando que os testes tradicionais para
garantir a qualidade do couro s&o muito trabalhosos, demorados e requerem grande
quantidade de couro, além disso, o couro usado nos testes € destruido e descartado,
reduzindo assim seu valor econémico. Além disso, testes fisico-mecanicos em geral
sao normalmente realizados em laboratérios privados, elevando os custos de
produgao, evitando assim um controle de qualidade mais rigoroso, pois apenas uma

pequena parte dos couros sera submetida aos testes. Neste caso, cerca de 80% da
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classificagdo correta deve ser suficiente. Usando alternativamente LIBS acoplado a
um modelo de classificagdo, a analise poderia ser feita no proprio curtume com um
LIBS portatil, por exemplo. Esta abordagem pode apresentar uma alta frequéncia
analitica sem danificar o couro, que pode ser ainda comercializado (sem que seja
necessario cortar as pegas). Finalmente, o método proposto pode aumentar o lucro
no momento da venda, além de levar apenas alguns segundos para analise. Assim
todos os couros podem ser inspecionados e determinar a qualidade de 100% do couro

produzido e ndo apenas de uma fragdo como geralmente é feito.

4.4 - Conclusoes

Modelos de classificacdo (KNN, SIMCA e PLS-DA) foram desenvolvidos
utilizando espectros de emissdo do LIBS associados a testes fisico-mecanicos de
couro como valores de referéncia. As habilidades preditivas dos modelos foram
semelhantes, mostrando que os trés modelos podem ser usados para prever a
qualidade de couros de ovinos e bovinos satisfatoriamente de forma simultanea,
contudo os modelos KNN e PLS-DA foram ligeiramente melhores que o modelo
SIMCA. Os modelos geraram resultados preditos concordantes com os valores de
referéncia para os ensaios fisico-mecanicos em ambas as direcdes avaliadas (L e T),
demonstrando o potencial de utilizagdo desta ferramenta em combinacdo com a LIBS
para predizer a qualidade de couros de ovinos e bovinos utilizando um unico modelo.
O método proposto € rapido, possibilitando a coleta de 100 espectros a cada 15
segundos e nenhum residuo € gerado.

Esse trabalho é o primeiro na literatura que utiliza o LIBS para o controle
de qualidade de couros e o segundo artigo a analisar couros por LIBS o que comprova
o ineditismo dos resultados obtidos.

Para finalizar, pode-se fazer um paralelo entre os testes fisico-
mecanicos utilizados hoje para atestar a qualidade de couros e o procedimento

proposto que sao as analises por LIBS associadas a modelos de classificagcao:
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Testes fisico-mecanicos

LIBS e modelos de classificagao

Destrutivos: 2 de um couro bovino e 2
de um couro ovino se perde ao retirar os
corpo  de prova (CP), afetando
diretamente na perda de valor
econdbmico no momento da venda do
couro.

Nao ha necessidade de cortar o couro
antes das analises se um LIBS portatil
for utilizado, ou se um LIBS de bancada
como o que foi utilizado nesse trabalho
for empregado. Um pequeno pedago de
couro ja é suficiente para a obtengao dos
espectros.

Necessita de grande quantidade de
amostra; além disso ha a necessidade
de retirar CP em duas diregcoes L e T.

Uma pequena quantidade de amostra
é utilizada e nao ha necessidade de
retirar amostras em duas diregoes,
pois os modelos de classificagdo foram
eficientes nas predicoes
independentemente da diregcdo de
retirada da amostra, utilizando um unico
modelo.

Demorados: necessitam de pelo menos
3 dias para a realizagcdo dos testes.
Considerando que sao necessarios 2
dias apenas para a climatizagao dos CP
e mais um dia para realizagdo e
obtencao dos resultados dos testes.

Analises rapidas: espectros obtidos em
segundos, o que possibilita uma elevada
frequéncia analitica. Considerando a
coleta de 100 espectros por amostra, foi
possivel analisar 15 amostras por hora.

E necessario empregar varias etapas
em sequéncia: 1) retirada dos CP; 2)
climatizacdo; 3) medidas de espessura;
4) testes de tracdo; 5) testes de
rasgamento; sendo ainda necessario o
uso de varios equipamentos como
prensa hidraulica, espessimetro e
dinambmetro

Uma unica etapa é realizada: obtencao
dos espectros seguido do calculo do
modelo de classificacdo. Além disso, um
unico equipamento é utilizado, o LIBS.

Grande geragcao de residuos de CP,
porque apos a realizagao dos testes, os
CP sao rasgados, esticados, rompidos,
impossibilitando que sejam reutilizados
posteriormente. Dessa forma, todas as
amostras utilizadas nos testes viram
residuos. E relevante salientar a
importancia do descarte correto desses
couros, principalmente aqueles curtidos
com Cr.

Nao ha geragao de residuo de couro.

Geralmente  sdo realizados em
laboratérios privados, pois
normalmente o curtume nao dispde de
um laboratério equipado, aumentando o

custo de producao.

Ha a possibilidade de utilizar um LIBS
portatil no proéprio curtume para
obtencao dos espectros.
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Capitulo 5

Estabelecimento de um
procedimento de preparo de

amostra para couros usando ICP
OES



5 - Estabelecimento de um procedimento de preparo de amostra

para couros usando ICP OES

5.1 -Introducao

O acabamento é a ultima etapa do processo de curtimento, entretanto
para garantir a qualidade do couro é necessario realizar testes fisicos (mencionados
anteriormente) e quimicos. Os procedimentos de preparo de amostra de couros
(testes quimicos) podem ser realizados segundo os métodos oficiais de referéncia
ABNT NBR ISO 17072-2:2015"¢ e ISO 5398-4:2017'"".

O primeiro método, ISO 17072-2:2015 pode ser aplicado para a
determinacao do teor total dos seguintes elementos em couro: Al, Sb, As, Ba, Cd, Ca,
Co, Cu, Cr, Fe, Pb, Mg, Mn, Hg, Mo, Ni, K, Se, Si, Na, Sn, Ti, Zn, Zr exceto para a
determinacao de Cr em couros curtidos com cromo, neste caso deve-se usar o
segundo método citado (ISO 5398-4:2017).

Segundo a ISO 17072-2:2015, a amostra deve ser moida e seca durante
12h a uma temperatura nao superior a 50 °C. Posteriormente, pesar 1 g de couro e
adicionar de 10 a 20 mL da mistura de acidos nitrico, sulfurico e perclorico
(concentrados) na proporgao 3:1:1 e aquecer até ebulicdo em chapa de aquecimento
sob aquecimento moderado até completa digestdo. Em caso de digestdo incompleta,
deixar o frasco esfriar, acrescentar mais 10 a 20 mL de mistura acida e repetir o
procedimento. Filtrar e avolumar para 100 mL com agua destilada.

O método ISO 5398-4:2017 pode ser aplicado para a determinagao de
Cr especificamente em couros curtidos com cromo. Segundo este método a amostra
deve ser moida e seca durante 12h a uma temperatura nao superior a 50 °C.
Posteriormente, pesar 2 g de couro e adicionar 10 mL de acido nitrico e deixar em
repouso por 2 min. Adicionar 15 mL da mistura de acidos sulfurico/perclérico
(concentrados) na proporcéao 1:3 e aquecer até ebulicdo em chapa de aquecimento
sob aquecimento moderado até completa digestdo. Em caso de digestdao incompleta,
deixar o frasco esfriar, acrescentar mais mistura de acidos sulfurico/perclérico e repetir
o procedimento. Finalmente avolumar para 200 mL com agua destilada.

Os dois procedimentos utilizam elevados volumes de acidos
concentrados o que proporciona elevada acidez residual dos digeridos, impondo a

necessidade de excessivas diluicdes antes da leitura em equipamentos como ICP
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OES e FAAS, elevada geragao de residuos, além de fornecer adicional perigo ao
analista devido ao uso de acido perclorico, o qual é potencialmente explosivo e que
deve ser evitado quando possivel. Por utilizarem frascos abertos apresentam altos
riscos de contaminagao e/ou perdas de analitos por volatilizagdo. Adicionalmente, é
laboriosa a necessidade de utilizar dois procedimentos de analise, um somente para
determinar Cr em couro curtido com Cr e outro para os demais analitos.

O uso de H2SO4também deve ser evitado, pois dificulta a anélise por ICP
OES devido as interferéncias de transporte da solugdo de amostra para o
equipamento durante a nebulizacdo e modificacbes na taxa de aspiracdo devido a
maior viscosidade do H2SOa4. Essas interferéncias sdo maiores do que quando a
mistura H202 / HNO3 é usada’. Além disso, o H2SO4 aumenta substancialmente a
emissao de fundo devido a presencga de espécies moleculares como SO, SO2, S2 ou
outras impurezas presentes no acido concentrado, dificultando a determinacao de
elementos com comprimentos de onda abaixo de 200 nm”.

A analise de amostras de couro tem sido realizada utilizando
principalmente ICP OES, mas técnicas como MIP OES, FAAS e instrumental neutron
activation analysis (INAA) também tem sido empregadas.

KARAVANA et al.® determinaram o teor de As, Ba, Cd, Cr, Hg, Pb, Sb, e
Se em 12 amostras de couro de botas infantis. Para o preparo das amostras, os couros
foram cortados, e a 2,0 g de amostra foram adicionados 100 mL de HCI 0,07 mol L™,
o pH foi ajustado entre 1 - 1,5 com HCI 2 mol L', a solugao foi agitada a 50 rpm durante
1 h seguida de filtragdo. O sobrenadante contendo os analitos foi analisado utilizando
ICP OES. Neste estudo as peles foram curtidas de duas formas: usando sulfato de Cr
e sulfato de Zr. Os autores concluiram que as concentragdes dos analitos nos couros
acabados dependem sobretudo dos produtos quimicos utilizados na
producao. Elevados teores de Cr foram determinados (entre 0,2 a 30.000 mg kg™'),
entretanto concentragdes menores de As, Ba, Cd, Hg, Pb, Sb e Se foram detectadas
(0,48 - 1,88 mg kg™).

ASLAN et al.® determinaram Al, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb e Zn em 10
amostras de couro natural e em 10 amostras de couro sintético de estofamento. As
determinacdes foram realizadas de duas formas: na primeira foram determinados
teores totais dos metais nos couros de acordo com as ISO 17072''6; na segunda
realizou-se uma extragao em agua e outra extragcdo em solugao artificial de suor. As

determinacdes foram realizadas por ICP OES. As concentracdes de todos os metais
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na forma total foram determinadas por decomposicdo por via umida e conforme
esperado foram maiores que aqueles extraidos em agua ou suor. A concentragao de
Cr por exemplo foi respectivamente de 16.000, 72 e 168 mg kg™! nos couros naturais
e 97, 2,0 e 11 mg kg nos couros sintéticos. Por outro lado, as concentragbes de Al,
Co, Cu, Ni e Zn foram detectadas na faixa de 0,89 - 602,33 mg kg™ em couros naturais
e 0,001 - 4,73 mg kg em couros sintéticos. Segundo os autores estes elementos sdo
provenientes dos processos de acabamento e reag¢des durante o tingimento ou de
produtos quimicos. Os elementos Cd, Hg e Pb n&o foram detectados acima do LOD
em nenhum dos dois tipos de materiais. As concentragdes dos analitos em couros
sintéticos foram muito menores que aquelas em couros, segundo os autores isso se
deve ao fato de que curtentes minerais nao foram utilizados na produgcao dos materiais
sintéticos.

ASLAN' determinou Al, As, Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Sb, Zn e Zr em 50
amostras de couro usando ICP OES. Cinco tipos diferentes de curtimento foram
avaliados, com Cr apenas, mistura de Cr e taninos vegetais, Al apenas, mistura de Al
e taninos vegetais e taninos vegetais apenas. As amostras foram digeridas seguindo
o procedimento padrdo EPA 3050B% com modificagdes, onde 10 mL de HNOs e 5 mL
de H202 foram adicionados a 0,5 g de amostra. Inicialmente as amostras foram
moidas e 0,5 g juntamente com 10 mL de HNOs concentrado foram aquecidos em
chapa de aquecimento e deixado evaporar (até o volume de 5 mL) a 95° C. Em
seguida foram adicionados 2 mL de agua e 5 mL de H202 e aqueceu-se novamente a
95°C até reduzir o volume a 5 mL. Os digeridos foram avolumados até 100 mL com
agua destilada. Segundo os autores, os elementos Sb, As, Cd, Cu, Pb, Hg, Ni e Zn
mesmo nao sendo intencionalmente adicionados durante o tratamento dos couros,
foram determinados na faixa de <LOD — 70 mg kg'. Segundo os autores esses
elementos sdo possivelmente provenientes de corantes, pigmentos, pesticidas ou
contaminantes dos equipamentos utilizados na industria de curtume. As
concentracdes destes elementos, entretanto, sao insignificantes se comparados a Al
(<LOD - 21.000 mg kg"), Cr (37 — 36.000 mg kg'') e Zr (<LOD — 27.000 mg kg™). Cr
e Al constituiram cerca de 98% da concentracao total de metais em couros curtidos
com sais de Cr e Al, enquanto que nos couros curtidos com taninos vegetais, o Zr foi
0 unico metal detectado acima do LOD. No curtimento vegetal, os couros foram
recurtidos com sulfato de zircénio a fim de tornar o material mais firme, clarea-lo e

facilitar o curtimento e a cor do couro estudado foi unicamente caracteristico do tanino
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vegetal usado no curtimento e como n&o foram submetidos a qualquer processo de
coloragao, o unico metal identificado foi o Zr.

SCHEFFLER et al.” desenvolveram um método para determinar As, Ba,
Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Pb, Sb, Sr, Ti, V, Zn e Zr em 7 amostras de couro
(couro curtido com taninos vegetais, floater, sapato, couro de mobilha, roupa, couro
de automdével e nappa) utilizando um ultrasonic nebulization axial view inductively
coupled plasma optical emission spectrometry (ICP OES USN). As amostras foram
secas a 60 °C por 2 horas em estufa, moidas em liquidificador e 0,3 g foram digeridas
com 3 mL HNOs concentrado e 3 mL H202 sob aquecimento em forno de micro-ondas.
Os digeridos foram avolumados para 15 mL com agua destilada. Quinze elementos
foram quantificados em 5 amostras de couro e indicaram a presenga de elementos
téxicos, como Pb, Cd, Zn, V, Ni e Cr. As concentragdes dos elementos diferem entre
os tipos de couro, mas a concentracdo de Cr e Sr foram elevadas em todas as
amostras. A concentragdo de Cr variou de 100 mg kg’ (couro curtido com tanino
vegetal) a 22.000-30.000 mg kg™! (demais amostras curtidas com Cr) e Sr variou de
1.000-3.000 mg kg™' (amostras curtidas com Cr) a 7.000 mg kg' (couro curtido com
taninos vegetais). Segundo os autores, as elevadas concentragdes de Sr sdo um
indicativo da presenca deste elemento em pigmentos usados no processo. Embora o
teor de Cr seja menor no couro curtido com tanino vegetal, altas concentragdes de
Co, Cu, Mn, Ni, Pb e Zn foram determinadas (34-1.070 mg kg'') nesse tipo de amostra.
Dois materiais de referéncia certificados também foram analisados: figado de peixe e
figado bovino.

ZEINER et al.' determinaram a concentracdo de Cr total em dez
amostras de couro curtidos com cromo utilizados na industria automobilistica (acentos
e revestimentos de carros). No preparo de amostra, inicialmente elas foram secas a
65°C durante a noite e depois cortadas em pequenos pedagos utilizando uma faca de
ceramica, posteriormente 0,3 g de amostra foram pesados e digeridas com 5 mL de
acido nitrico concentrado e 1 mL de &cido cloridrico em forno micro-ondas durante 40
min. O volume final dos digeridos foi ajustado para 10 mL e analisados por ICP OES.
A faixa de concentragdo de Cr determinada foi de 19.000 mg kg’ a 32.000 mg kg™.
Dois materiais de referéncia certificados de agua também foram analisados e as
concentragbes de Cr obtidas estavam de acordo com os valores certificados
(recuperacgdes 97-102%).
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OKOH et al."* realizaram a determinagdo de As, Br, Co, Fe, Rb, Sb e
Zn em 12 amostras de couro utilizando a técnica de INAA. As amostras foram cortadas
em fragmentos menores, pesadas entre 0,3 e 0,5 g e armazenadas em embalagens
de polietileno. Posteriormente foram secas a 60°C por 2 horas e irradiadas utilizando
um reator durante 6 horas a um fluxo de néutrons de 5x1011 ncm2s'. O elemento As
foi determinado em 2 amostras nas concentragdes de 3,5 e 4,6 mg kg™', enquanto Rb
e Sb foram encontrados em apenas uma das amostras nas concentragdes de 26,8 e
0,6 mg kg', respectivamente. Os demais elementos, Br, Co, Zn e Fe foram
determinados nas faixas de 1,7-7,5; 0,4-1,9; 12,3-119 e 609-14.000 mg kg,
respectivamente. Os autores ndo determinaram Cr nos couros.

ZHAO et al.'® desenvolveram um método para a determinagao de Cd,
Co, Cr, Cu, Hg, Ni e Pb em 23 couros usando MIP OES. Inicialmente as amostras
foram cortadas em pedacos de até 0,5 x 0,5 cm e 0,2 g das amostras foram pesadas
e digeridas utilizando forno micro-ondas com uma mistura acida de 4 mL de HNOs
concentrado e 1 mL de H202, o tempo total de aquecimento foi de 20 min. Os digeridos
foram filtrados, avolumados para 25 mL e analisados por MIP OES. Os resultados
foram comparados com os obtidos por ICP OES. Um material de referéncia certificado
de couro (CRM, GSB 16-3087-2013) foi usado para validar o método proposto. Em
condicdes ideais, foram obtidas recuperagdes de 98 a 103% e desvio padrao relativo
(RSD) de 0,7 a 3,0%, com LOD variando de 0,9 mg kg™" (Cr ou Ni) a 2,0 mg kg™! (Hg).
A concentragdo de cromo nas amostras variou de 36,1 a 34.246 mg kg™', o cobre foi
encontrado na maioria das amostras com uma concentragdo maxima de 65 mg kg".
Outros elementos (Cd, Co, Hg, Ni e Pb) foram encontrados em pelo menos uma das
amostras.

BEIK et al.’* propuseram uma solubilizagdo alcalina com hidroxido de
tetrametilaménio (TMAH) como procedimento de preparo de amostra. O método foi
avaliado para a extracao e posterior determinacédo de Cr e Pb em amostras de couro
por FAAS. Na solubilizacao alcalina com TMAH, 0,10 g da amostra previamente moida
foi aquecida a 95 x 5°C durante 30 minutos na presencga de 500 yL de TMAH 2,75 mol
L-"em meio de metanol. Posteriormente, 500 uL HNO3 concentrado foi adicionado a
solugdo, e centrifugado a 5.000 rpm durante 5 minutos, depois foi devidamente diluido.
O procedimento proporcionou solubilizagcdo completa da amostra, resultando em LOD
de 4 ug g' para Cr e 9 ug g' para Pb; valores de recuperacéo na faixa de 92 a 116%

e valores de RSD inferiores a 9,7%. A concentracdo de Cr nas 6 amostras de couro
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analisadas variou de <LOD a 21.000 mg kg-! enquanto Pb variou de <LOD a 2.490 mg
kg™

Conforme confirmado pelos estudos citados anteriormente, diversos
elementos quimicos foram determinados em amostras de couros. Esses elementos
séo Al, As, Ba, Br, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Rb, Sb, Se, Sr, Ti, V, Zn e
Zr, demostrando que aqueles potencialmente téxicos a saude e ao meio ambiente,
como As, Cd, Cr, Hg, Ni e Pb'3 podem ser adicionados ao couro durante o processo
de fabricagao. A presencga desses elementos pode ser decorrente do uso de reagentes
quimicos, corantes, pigmentos, solventes, aditivos e agentes curtentes”.13.14,

Diante disso, o monitoramento de elementos quimicos em couro é
extremamente importante’®. Nesse sentido, a concentragdo de substancias restritas
em couros e produtos feitos de couro é regulamentado em varios paises. Nos Estados
Unidos da América (EUA) por exemplo, a concentracdo de Pb em produtos fabricados
para criangas menores de 12 anos ndo pode ser maior que 100 mg kg™' 4. Além disso,
membros da Unido Europeia (UE) estabeleceram que o valor maximo permitido para
Cr (VI) é de 3 mg kg' '8, No Brasil, no entanto, ndo ha legislagdo que regulamente a
concentracdo maxima de elementos quimicos presente em couros e produtos feitos
de couros (exceto para Cr(VI))'4.

Embora o Brasil ndo tenha ainda uma legislagdo propria com
concentragcdes maximas de elementos em couros, em outros paises sao apresentadas
alternativas para definir limites de alguns analitos, de forma a impor regras e
resguardar o consumidor. A TABELA 5.1.1 estabelece, por meio de duas normas™19.120
(ECCQO'"9 e EKO-TEX'?0), a restrigdo de substancias bem como os limites maximos
de elementos que podem ser encontrados em couros, tais como Al, As, Ba, Cd, Co,
Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Sb, Se, Ti e Zr. O valor maximo admitido depende da idade do
consumidor. No caso de criangas menores de 3 anos, os limites para alguns

elementos sdo mais rigidos.
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TABELA 5.1.1 - Limites maximos permitidos para Cr (VI), Al, Zr, Ti, Cr, Sb, As, Ba, Cd,
Co, Cu, Pb, Hg, Ni e Se extraiveis em couros de animais e Pb e Cd total em couros
de animais e couros sintéticos.

Legislagéo ECCO'9 EKO-TEX'20
Criangas Pessoas acima | Criangas Pessoas
menores de 3 | de 3 anos menores de | acima de 3
anos 3 anos anos

Limite de concentragio para elementos extraiveis (mg kg-') em couros
Al, Zr, Ti ou Cr |50 <200

quando

empregados como

agentes curtentes

As <0,2 <0,2 0,2 1,0
Ba <1000 <1000
Cd <0,1 <0,1 0,1 0,1
Co 4,0 4,0 1,0 4,0
Cr 50 <200 2,0 200
Cr (VI) <3 <3 <3 <3
Cu 50 50 25 50
Hg 0,02 0,02 0,02 0,02
Ni 4,0 4,0 1,0 4,0
Pb 0,2 0,2 0,2 1,0
Sb <30 <30 30 30
Se 500 500
Limite de concentragido para teor total (mg kg-') em couros e material
sintético
Pb 90 90 90 90
Cd 40 40 40 40

A TABELA 5.1.1 esta dividida em duas sessdes, onde a primeira
apresenta os limites de concentragao para Al, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Sb,
Se, Ti e Zr extraiveis (mg kg™') em couros e a segunda parte apresenta os limites de

concentragéo para teor total de Pb e Cd (mg kg') em couros naturais e sintético.
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Embora as normas contemplem apenas dois elementos quanto ao teor total, elas
foram recentemente atualizadas, janeiro de 2018'"® (ECCO) e janeiro de 2017'%°
(EKO-TEX) e s&o as normas mais completas sobre esse tipo de material. E esperado
que no futuro, limites também sejam impostos para os teores totais de outros
elementos como Al, As, Ba, Ca, Cr, Fe, Mg e Sb que normalmente estdo presentes
em elevadas concentragdes em couros. Embora Mg, Fe e Ca ndo sejam elementos
toxicos, as concentragdes altissimas encontradas podem tornar-se preocupantes.

Algo interessante é que pela primeira vez pensou-se nOs Couros
sintéticos em uma legislagao, na qual estabeleceu-se que os limites dos teores totais
de Pb e Cd podem ser considerados os mesmos tanto para os naturais como para os
sintéticos. Além disso, a TABELA 5.1.1 esta dividida por idade, a coluna a esquerda
diz respeito aos teores dos elementos permitidos para criangas menores de 3 anos e
a coluna da direita para os demais individuos. Na primeira linha da TABELA 5.1.1
consta o limite para Al, Zr, Ti ou Cr quando empregados como agentes curtentes, ou
seja se o couro foi curtido com sal de Cr, a concentragdo maxima desse elemento
deve ser de 200 mg kg’ de Cr extraivel, o mesmo deve ser adotado quando o couro
for curtido com sais de Al, Zr ou Ti.

Uma terceira norma estabelecida pela EU'8, é ainda seguida para
restringir a concentragcao de As, Ba, Cd, Cr, Hg, Pb, Sb e Se extraiveis em couro,
contudo, apesar de ser utilizada e indicada para couros € uma norma padrao para
extragdo de elementos em brinquedos''® que definiu os seguintes limites maximos
para elementos extraiveis: As: 25 mg kg™!, Cd: 75 mg kg™, Cr Total: 60 mg kg™, Hg:
60 mg kg, Pb: 90 mg kg™', Sb: 60 mg kg-!, Ba: 1000 mg kg-!, Se: 500 mg kg".

Diante disso, o objetivo desse estudo foi determinar a concentracao de
Al, As, Ba, Ca, Cd, Cr total, Cu, Fe, Mg, Ni, Pb, Sb, Sr, Ti € Zn em amostras de couro
curtidas com sais de Cr e taninos vegetais utilizando ICP OES. Uma PCA também foi
aplicada na avaliagao dos conjuntos de dados de concentragdes.

Os resultados das concentragdes dos elementos determinados nos
couros foram utilizados 1) para verificar se as amostras de couro avaliadas estdo com
as concentracdes dos elementos dentro dos limites estabelecidos pelas normas e, 2)

como valores de referéncia para o estudo descrito posteriormente no item 6.3.3.

71



5.2 - Materiais e métodos

5.2.1 - Amostras

Sessenta amostras de couro foram analisadas nos experimentos (24 de
ovinos e 36 de bovinos). Os couros foram curtidos com sais de Cr (50 amostras) e
taninos vegetais (10 amostras), incluindo couros de 9 cores diferentes. Uma descricéo
detalhada das amostras é mostrada na TABELA 5.2.1.1.

TABELA 5.2.1.1 - Descrigao das amostras de couro utilizadas na parte experimental.

Numero de identificacdo da Tipo de Tipo de

cor
amostra couro curtimento

castanho
1-4 bovino cromo

escuro
5-14 bovino cromo verde
15-18 bovino cromo preto

castanho
19-24 bovino cromo

claro
25,26, 32,42,44, 45, 47, 48, 58 ovino cromo azul claro

azul
27-31, 40, 41, 43, 46, 49 ovino cromo

escuro
33, 35, 37, 57, 60 ovino tanino vegetal amarelo
34, 36, 38, 39, 59 ovino tanino vegetal bege
50-56 ovino cromo marrom

5.2.2 - Determinagao de Al, As, Ba, Ca, Cd, Cr total, Cu, Fe, Mg, Ni,
Pb, Sb, Sr, Ti e Zn em couro usando ICP OES

Experimentos foram realizados utilizando um espectrémetro ICP OES
iCAP 6000 (Thermo Fisher, Madison, WI, EUA) com visdes axiais e radiais e argbnio
(99,996%, White Martins-Praxair, Sertaozinho, SP, Brasil) para analise elementar. A
TABELA 5.2.2.1 apresenta as condigdes instrumentais e as linhas de emiss&o usadas

nas determinacdes por ICP OES.
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TABELA 5.2.2.1 - Parametros operacionais para determinacdes por ICP OES.

Parametro do instrumento

Condig¢des operacionais

Poténcia de radiofrequéncia aplicada
(kw)
Tempo de integracdo para baixos
comprimentos de onda (s)

de

comprimentos de onda (s)

Tempo integracédo para altos
Vazédo de introducdo da amostra (mL
min-1)

Vazao do gas do auxiliar (L min-")
Vazao do gas do plasma (L min')
Vazao do gas de nebulizagdo (L min-')
Nebulizador

Camera de nebulizagao

Numero de replicatas

Elementos e comprimentos de onda
(nm); modos de vizualizagdo: axial e

radial?, somente axial®, somente radial®

1,15

15

2,1

0,5

12

0,7

Concéntrico

Ciclénica

3

Al 308,2152 (1), As 193,759° (I), Ba
233,527¢ (Il), C 193,0912 (1), Ca 317,9332
(N, Cd 226,5022 (Il), Cr 267,7162 (ll), Cu

327,396 (I), Fe 238,2042 (Il), Mg
2795592 (Il), Ni 231,604® (Il), Pb
220,3532 (1), Sb 206,833% (I), Sr
228,200° (Il), Ti 336,121¢ (Il), Zn
202,5482 ().

| linhas atdmicas; Il linhas idbnicas

As amostras de couro foram cortadas em pequenos pedacos (cerca de

5 por 5 mm) com uma faca de ceramica antes da analise e nao foram moidas para

evitar a contaminagao por metais das laminas do moinho. Um bloco digestor com

frascos fechados de PFA (perfluoroalcoxi, Savillex, MN, EUA) de 50 mL e equipado

com 24 frascos foi utilizado para a mineralizacdo das amostras. As amostras foram

digeridas em triplicata de acordo com o seguinte procedimento adaptado de
SCHEFFLER e POZEBON: 0,200 g de couro foram pesados e transferidos para o
frasco de PFA; 3,0 mL de HNOs a 65% m/m (Synth, Diadema, SP, Brasil) foram
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adicionados e mantidos durante a noite (overnight) por aproximadamente 16 h; no dia
seguinte, foram adicionados 3,0 mL de H202a 30% m/m (Synth, Diadema, SP, Brasil)
e a solugao foi aquecida a 100°C durante 180 minutos.

Apos a digestao, os extratos resultantes foram filtrados com papel de
filtro quantitativo (Unifil, Alemanha), e avolumados para 30 mL com agua deionizada
(resistividade> 18,2 MQ.cm). O acido nitrico foi previamente purificado utilizando um
sistema de destilagdo sub-boiling, Distillacid™ BSB-939-IR (Berghof, Eningen,
Alemanha).

Solugdes padrao multielementares foram preparadas a partir de
solugbes estoque de 1.000 mg L' (Fluka Analytical, Buchs SG, Qhemis, Suiga) e
usadas para construir as curvas de calibragdo. Todos os frascos de vidro e
polipropileno foram lavados e mantidos em HNO3 10% v/v por 24 h.

Este procedimento foi utilizado para a determinacao de Al, As, Ba, Ca,
Cd, Crtotal, Cu, Fe, Mg, Ni, Pb, Sb, Sr, Ti e Zn nas amostras de couro. Outras misturas
de digestdo, como agua regia e HNO3 50%, também foram testadas; no entanto,
residuos insoluveis permaneceram no digerido resultante, indicando mineralizagao
incompleta.

Devido a elevada concentracdo de Cr nas amostras curtidas com sais
desse elemento, foi necessario realizar uma diluicdo adicional de quatro vezes; no
entanto, as amostras de couro curtidas com tanino vegetal apresentaram
concentragdes significativamente menores de Cr, e nenhuma diluigdo adicional foi
necessaria. Para acomodar todas as amostras, foi preparada uma curva de calibracéo
Cr de 0,005 a 60 mg kg™'.

Solugdes padrao foram adicionadas a 30 amostras antes da digestao
para avaliar a recuperacao do procedimento analitico adotado. Dessa forma, foram
adicionados 1,0 mg kg™' de Al, Fe, Mg, Sb; 0,5 mg kg de Ba, Pb, Zn, As, Cd, Ni, Sr,
Ti, Cu; 5,0 mg kg de Ca nas amostras. No caso do Cr, 70 mg kg’ foram adicionados
as amostras curtidas com este elemento e 0,5 mg kg de Cr as amostras curtidas com
tanino vegetal. Este procedimento foi eleito devido ao fato de que nenhum material
certificado de couro estava disponivel. Para evitar a diluicdo do acido empregado na
mineraliza¢ao, os analitos adicionados foram divididos em varias amostras.

Os LODs foram calculados usando trés vezes o desvio padrao de dez
medidas do branco dividido pela inclinagdo da curva, e os LOQs do método foram
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calculados usando dez vezes o desvio padrao das medidas em branco dividido pela

inclinacdo da curva de calibragao

5.2.3 - Analise por componentes principais (PCA)

Analise exploratéria utilizando PCA foi calculada para avaliar os
resultados das concentracdes obtidas pelo ICP OES considerando suas habilidades
de diferenciar as amostras de acordo com o tipo de couro (ovino e bovino), tipo de
curtimento (cromo ou tanino vegetal) e cor do couro.

A PCA foi calculada utilizando uma matriz de dados de 60 amostras
(linhas) e a concentragdo média de cada analito, exceto Cd porque estava abaixo do
LOD, (14 colunas) conforme determinado por ICP OES. O conjunto de dados foi
autoescalado, neste caso, a média e o SD de cada analito foram calculados. Os
valores originais foram subtraidos e divididos pela média e SD, respectivamente. As

variaveis na matriz autoescalada tém média e SD de 0 e 1, respectivamente.

5.3 - Resultados e discussao

5.3.1 - Determinagao de Al, As, Ba, Ca, Cd, Cr total, Cu, Fe, Mg, Ni,
Pb, Sb, Sr, Ti e Zn em couro por ICP OES

A concentragdo (média + desvio padrdao, n = 3) dos elementos
determinados nas amostras apos a digestdo sdo mostradas nas TABELAS 5.3.1.1 e
5.3.1.2 e suas faixas de concentragdes foram em mg kg': 94-1.011 para o Al; <LOD-
13 para o As; <LOD-40 para o Ba; <LOD-3.348 para o Ca; <LOD para o Cd; 10-23.407
para o Cr total; <LOD-15 para o Cu, 32-831 para o Fe; <LOD-1.126 para o Mg, <LOD-
5 parao Ni, <LOD-25 para o Pb, 31-318 para o Sb; <LOD-9 para o Sr, <LOD-6 para o
Ti e <LOD-186 para o Zn.
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TABELA 5.3.1.1 - Concentragdes de referéncia (média t desvio padrao, n= 3) para Al,
Ca, Cr total, Fe, Mg, Ti e Zn em mg kg™' determinados por ICP OES. Amostras de 1 a
24 sao couros de bovinos e amostras de 25 a 60 sao couros de ovinos.

Amostra Cr Al Fe Mg Ca Ti Zn
1 156701237 10014 831120 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
15638+364 9643 76818 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
3 15757+269 98+3 730+13 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
4 15325409 102+2 727137 <LOQ <LOQ 0,23+0,01 <LOQ
5 16419435 94+4 207+15 <LOQ 31045 <LOQ 4441
6 16009+361 10014 21417 <LOQ <LOQ <LOQ 36+1
7 163541241 9545 1907 <LOQ <LOQ <LOQ 72,040,2
8 16556+199 1077 1889 <LOQ <LOQ <LOQ 331
9 16232312 1085 18818 <LOQ <LOQ <LOQ 311
10 16203427 13943 1954 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
11 161931471 11245 1664 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
12 169171261 114+11 17013 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
13 171041272 94+1 1914 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
14 16218+255 132+4 181+4 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
15 159724362 747133 41£2 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
16 15091+1001 923+38  32+0,5 <LOQ <LOQ <LOQ 5,60,5
17 162691543 <LOQ 126+3 <LOQ <LOQ <LOQ 5,9+0,01
18 160811401 <LOQ 11412 <LOQ <LOQ <LOQ 7,3+0,5
19 204451688  250+19 935 <LOQ <LOQ <LOQ 28+1
20 19642+439  214+11 96+1 <LOQ <LOQ <LOQ 28+1
21 17397382 177+6 84+2 <LOQ <LOQ <LOQ 28+1
22 18433+189 20917 128110 <LOQ <LOQ <LOQ 29+0,5
23 17768+404 197115 98+4 <LOQ <LOQ <LOQ 301
24 19994+260 206114 107+8 <LOQ <LOQ <LOQ 28+1
25 172131276 353114 144116 34036 1710178 0,33+0,01 19+0,5
26 16523167  488+16  350+26  374+33 1910452 <LOQ 1040,7
27 10066+159  260+16  318+34  333£33 2098126 0,80+0,05 22+0,8
28 103124402  366+12 297116 31312 202265 1,240,07 11,0+0,3
29 14785+401 288+9 205+14  315#33 16381759 0,5+0,1 111
30 9749+15 154+4 211+14 <LOQ 71727 <LOQ 186+17
31 100504237 21045 22612 107+0,5 1133142 <LOQ 5,5+0,3
32 15063+295 68918 211£22 169113 1069118 1,30£0,05 9+1
33+ 285+23 430426  370+14 499154 1969159 3,240,2 6,80,8
34* 1942 51513  182+11 588172 2749483 1,840,2 6+1
35* 241+2 47843 312+21 340+7 1341143 2,5%0,2 6,1£0,5
36* 10£3 685+16  138+12  539+27 1905473 <LOQ 50,3
37* 19915 101142  528+27 63534 1595+41 6,0£0,6 4+0,3
38* 25+2 708+15 274+4 63419 3348178 2,910,2 1241
39* 11+1 521+34 19317 780166 2823150 2,30+0,05 20+2
40 9594151 319432 2735 12342 1088+16 0,540,1 5,610,2
41 87754203 26616 262+12 159+15 84217 <LOQ 4,6+0,8
42 13160+275 33118 194+17 138+10 912130 <LOQ 6,3+0,3
43 10087+356  204+21 23946 <LOQ 100717 <LOQ 1141
44 14852+241  615+46 284+7 43119 2018+31 0,6+0,1 10£2
45 16822+92 2438 169+12  390%25 1720187 <LOQ 4,340,2
46 9347+111 16418 192+7 33047 1526169 <LOQ 4,740,2
47 16412+134 292+9 267+27  366+30 1909199 <LOQ 5+2
48 15116256  491+13 201+1 405+20 1927161 0,75+0,07 3,80,3
49 95704116 310+9 239+20  338+32 1881125 <LOQ 6,2+0,3
50 20397+266  604+43 1918 614+30 1213462  1,700+0,002 <LOQ
51 19447+748 46546  120+0,2 54254 1287137 0,49+0,01 <LOQ
52 1792242011 51621 12612 531+69 1304+71 <LOQ <LOQ
53 19635+484 561121 17716 57855 137019 1+1 <LOQ
54 19651155  488+40 16814 500+50 1299157 0,65+0,02 <LOQ
55 23407503  488+40 12316 564130 1245442 0,70+0,07 <LOQ
56 213531474 446143 13711 1126£50 2331188 1,10+0,04 <LOQ
57* 255+3 601£57 306+17  608+58 2486187 2,8+0,2 6,410,7
58 9613+103 180+19 23548 363+36 1887175 <LOQ 4,1+0,5
59* 1042 431147 14617 715156 2900147 1,4+0,1 5,70+0,02
60* 208+7 733+21  456+13 662165 2550166 3,8+0,1 <LOQ
LOD 0,009 0,1 0,2 0,1 35 0,0006 0,007
LOQ 0,03 0,4 0,6 0,4 116 0,002 0,02

“couro curtido com taninos vegetais. <LOQ: abaixo do limite de quantificagdo. LOD: limite de

deteccdo; LOQ: limite de quantificagao.
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TABELA 5.3.1.2 - Concentragdes de referéncia (média £ desvio padréao, n= 3) para
As, Cd, Cu, Ni, Pb, Sr, Sb e Ba em mg kg' determinados por ICP OES. Amostras de
1 a 24 sao couros de bovinos e amostras de 25 a 60 sao couros de ovinos.

Amostra As Cd Cu Ni Pb Sr Sb Ba
1 7,6+0,2 <LOQ 1,00+0,02 <LOQ <LOQ <LOQ 138+3 6,3+0,6
2 7,2+0,1 <LOQ 0,9040,05 <LOQ <LOQ <LOQ 133,0+0,4 41
3 7,4+0,3 <LOQ 0,78+0,02 <LOQ <LOQ <LOQ 13443 <LOQ
4 7,11£0,2 <LOQ 0,91%0,05 <LOQ <LOQ <LOQ 12912 <LOQ
5 7,8+0,1 <LOQ 0,4840,02 <LOQ <LOQ <LOQ 1371 <LOQ
6 7,5+0,1 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 13742 <LOQ
7 7,6+0,1 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 13942 <LOQ
8 7,410,1 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 1401 18,0+0,4
9 7,240,2 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 13842 15,0£0,2
10 6,9+0,1 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 135+1 <LOQ
11 7,2+0,3 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 1371 <LOQ
12 7,310,2 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 138+1 12,0£0,3
13 7,240,2 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 1361 18,0+0,7
14 7,1%0,1 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 135+1 <LOQ
15 7,11£0,1 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 13111 4,1+0,2
16 6,910,2 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 13241 <LOQ
17 7,240,1 <LOQ 0,54%0,05 1,540,1 <LOQ <LOQ 13414 3912
18 7,0+0,1 <LOQ 0,54+0,05 1,4+0,1 <LOQ <LOQ 1341 2912
19 8,6+0,2 <LOQ 0,7+0,1 <LOQ <LOQ <LOQ 158+3 <LOQ
20 8,7+0,3 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 155+3 <LOQ
21 8,50+0,03 <LOQ 2,310,4 <LOQ <LOQ <LOQ 15111 <LOQ
22 8,2+0,2 <LOQ 0,63%0,05 <LOQ 2111 <LOQ 14813 <LOQ
23 7,7+0,4 <LOQ <LOQ <LOQ 251 <LOQ 14043 <LOQ
24 8,710,2 <LOQ <LOQ <LOQ 2111 <LOQ 15712 <LOQ
25 7,410,4 <LOQ 4,61+0,1 <LOQ <LOQ <LOQ 13941 7,0£0,7
26 7,310,1 <LOQ 4,7+0,2 <LOQ <LOQ <LOQ 1401 5,8+0,7
27 4,5+0,1 <LOQ 4,1+£0,1 <LOQ <LOQ 4,1+0,3 1001 3,40,2
28 4,9+0,2 <LOQ 9,4+0,2 <LOQ <LOQ 4,5+0,5 10311 <LOQ
29 6,8+0,3 <LOQ 3,40,1 <LOQ <LOQ <LOQ 12943 13+1
30 8,5+0,6 <LOQ 1,610,1 <LOQ <LOQ <LOQ 15615 <LOQ
31 4,60+0,03 <LOQ 2,4+0,2 <LOQ <LOQ <LOQ 9812 <LOQ
32 6,810,2 <LOQ 2,610,1 <LOQ <LOQ <LOQ 13011 7,2+0,2
33 <LOQ <LOQ 4,0+0,3 4,80+0,04 <LOQ <LOQ 3616 22+1
34* <LOQ <LOQ 4,61+0,1 <LOQ <LOQ 5,40+0,07 321 10,0+0,4
35* <LOQ <LOQ 2,7+0,3 <LOQ <LOQ <LOQ 33,0+0,3 6,7+0,3
36* <LOQ <LOQ 4,61+0,1 <LOQ <LOQ <LOQ 31,0£0,3 7,5+0,4
37 <LOQ <LOQ 2,7+0,4 <LOQ <LOQ <LOQ 32,0£0,2 19+0,1
38* <LOQ <LOQ 15+1 <LOQ <LOQ 9+1 31,0+0,2 17+1
39* <LOQ <LOQ 4,8+0,1 <LOQ <LOQ 5,4+0,2 367 211
40 9,2+0,7 <LOQ 1,9+0,1 <LOQ <LOQ <LOQ 21716 <LOQ
41 4,0£0,3 <LOQ 1,4+0,1 <LOQ <LOQ <LOQ 96+1 <LOQ
42 6,0£0,1 <LOQ 6,5+0,1 <LOQ <LOQ <LOQ 142423 3,610,6
43 4,2+0,1 <LOQ 1,8+0,2 <LOQ <LOQ <LOQ 3182 <LOQ
44 6,4+0,1 <LOQ 4,2+0,1 <LOQ <LOQ <LOQ 1331 10+0,3
45 7,310,1 <LOQ 4,7+0,4 <LOQ <LOQ <LOQ 14611 6,8+0,2
46 4,0+0,1 <LOQ 3,5+0,5 <LOQ <LOQ <LOQ 99+1 <LOQ
47 6,7+0,2 <LOQ 4,5+£0,5 <LOQ <LOQ <LOQ 14242 <LOQ
48 6,310,2 <LOQ 11,040,2 <LOQ <LOQ <LOQ 1361 3,2+0,2
49 4,1+£0,1 <LOQ 3,6£0,5 <LOQ <LOQ <LOQ 100,0+£0,3 <LOQ
50 13+1 <LOQ 6,0£0,2 <LOQ <LOQ <LOQ 238+14 21+1
51 8,410,2 <LOQ 3,7+0,2 <LOQ <LOQ <LOQ 16514 2311
52 8,610,1 <LOQ 3,910,4 <LOQ <LOQ <LOQ 16714 151
53 8,6+0,2 <LOQ 3,9+0,3 <LOQ <LOQ <LOQ 184428 27+1
54 8,4+0,6 <LOQ 4,8+0,2 <LOQ <LOQ <LOQ 16812 253
55 10+0,3 <LOQ 3,6+0,3 <LOQ <LOQ <LOQ 188+1 <LOQ
56 9,5+0,1 <LOQ 3,0+0,2 <LOQ <LOQ <LOQ 179+1 <LOQ
57* <LOQ <LOQ 4,9+0,1 <LOQ <LOQ 5,6+0,4 331 12+1
58 4,4+0,2 <LOQ 3,910,1 <LOQ <LOQ <LOQ 11417 <LOQ
59* <LOQ <LOQ 6,3+0,2 <LOQ <LOQ 6,7+0,5 31+1 14+1
60* <LOQ <LOQ 5,2+0,3 <LOQ <LOQ 6,4+0,4 32,0+0,4 14+3
LOD 0,003 0,0003 0,001 0,0003 0,008 0,009 0,003 0,005
LOQ 0,009 0,001 0,003 0,001 0,03 0,3 0,01 0,02

“couro curtido com taninos vegetais. <LOQ: abaixo do limite de quantificagdo. LOD: limite de detecgao;

LOQ: limite de quantificagéo.
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Essas concentragdes sdo comparaveis aos resultados obtidos por outros
estudos dedicados a analise de couro que também utilizaram o ICP OES&'°, com
excecao de As e Cd porque os valores estavam abaixo dos encontrados na literatura
(<LOD-0,74 para As e <LOD-1,76 mg kg™ para Cd). As concentragbes de Pb e Cd
determinadas est&o dentro dos limites estabelecidos pelas legislagdes 120,

Os elementos determinados em maiores concentragcdes foram Al, Ca, Cr
e Mg com concentragdes maximas de 23.407 mg kg™! para Cr (amostra 55), 3.348 mg
kg™ para Ca (amostra 38), 1.126 mg kg™' para Mg (amostra 56) e 1.011 mg kg™' para
Al (amostra 37). O unico elemento determinado abaixo do LOD para todas as
amostras foi o Cd, enquanto os elementos Fe e Sb foram determinados em todas as
amostras. O Fe foi determinado em uma concentragdo minima de 32 (amostra 16) e
o Sb de 31 mg kg' (amostra 38).

Como esperado, as concentragdes de Cr foram extremamente altas nas
amostras de couro curtidas com sulfato de Cr (lll), variando de 8.775 (amostra 41) a
23.407 mg kg™' (amostra 55); assim, cuidados especiais devem ser tomados com a
disposicao deste tipo de material no ambiente. Estratégias para um ambiente mais
verde em direcdo ao desenvolvimento sustentavel na industria do couro tém sido
aplicadas'?!, como a imobilizacdo do ion Cr presente nas cinzas da incineracdo de
aparas de couro curtidas com cromo por meio de materiais ceramicos vitrificados'22.
Producédo de sulfato basico de Cr usando o Cr recuperado das cinzas'? ou a
incorporacao de residuos de couro curtido com cromo na camada superficial do
asfalto'?.

A faixa de concentracdo de Cr no couro curtido com tanino vegetal
(amostras marcadas com um asterisco nas TABELAS 5.3.1.1 e 5.3.1.2) foi de 10 a
285 mg kg™, no entanto, essa concentragdo de Cr foi maior que a esperada para esse
tipo de curtimento e pode estar relacionada a contaminagdo por maquinas e
ferramentas empregadas no processo de curtimento.

Os resultados de Cr sdo comparaveis com aqueles obtidos por (Scheffler
e Pozebon 2015)7, cuja concentragédo obtida foi na faixa de 100 mg kg (curtimento
vegetal) a 30.000 mg kg™ (curtimento com Cr) usando ICP OES. Em outro estudo
(ZHAO et al. 2015)'3, a concentragdo de Cr variou de 36 a 34.246 mg kg para
amostras de couro usando MIP OES como técnica analitica.

As TABELAS 5.3.1.1 € 5.3.1.2 também mostram que nos couros curtidos

com tanino vegetal, as concentragdes de Ti foram elevadas, enquanto que as
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concentracdes de As foram menores quando comparada as amostras curtidas com
Cr.

As concentragdes dos elementos diferiram entre couro bovino e ovino
em alguns casos, por exemplo, as concentrag¢des de Al, Mg, Ca, Ti e Cu foram maiores
nos couros ovinos (amostras de 25-60) do que nos bovinos (amostras de 1-24), mas
o Pb foi determinado apenas em amostras de couro bovino. A comparagao de cada
elemento no couro de diferentes estudos nao é facil, porque as concentragdes variam
significativamente devido aos diversos produtos utilizados no processo de curtimento,
acabamento e tingimento. Além disso, varias fontes desses elementos podem ser
encontradas em amostras de couro, como sais adicionados para o curtimento, como
sulfatos de metais, corantes, pigmentos, agua, pesticidas, fungicidas, alimentacao dos
animais em vida (bioacumulagao), impurezas de produtos quimicos industriais, entre
outros®-10.114,

Além disso, as TABELAS 5.3.1.1 e 5.3.1.2 mostram que altas
concentragcbes de elementos potencialmente perigosos, como As, Cr e Pb foram
encontradas nos couros. Esses elementos sdo contaminantes toxicos para a saude
humana e para o meio ambiente, portanto o manuseio, uso e descarte de couros
devem ser feitos de maneira consciente. Arsénio foi determinado em uma
concentragdo maxima de 13 mg kg’ (amostra 50) enquanto para Pb foi de 25 mg kg
' (amostra 23), pode-se destacar ainda que As foi determinado em todas as amostras
de couro bovino com uma concentragdo minima de 6,8 mg kg™' (amostra 32).

Infelizmente, a auséncia de uma legislagdo vigente especifica para
couros que imponha valores maximos para os teores totais de outros elementos além
do Pb e Cd, limita o controle de qualidade desse tipo de matéria prima. Para melhorar
a qualidade do couro produzido, normas ainda precisam ser estabelecidas. A
determinacao da concentragcado de elementos toxicos em couros € necessaria para o
controle de qualidade do produto acabado, principalmente porque cada modalidade
de curtimento proporciona maior concentragéo de metais toxicos, dependendo do tipo
de produto quimico utilizado.

Testes de adicao e recuperagao do procedimento para determinagao de
Al, Ba, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, Mg, Ni, Pb, Sb, Sr, Ti e Zn em couros foram realizados, e
os resultados estao apresentados na TABELA 5.3.1.3. As recuperagdes ficaram no
intervalo de 74 a 100% para todos os elementos nas amostras. Estes resultados

mostram que o método de referéncia desenvolvido utilizando ICP OES e
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decomposicdo em HNO3 e H202 em um bloco digestor com frascos fechados de PFA

apresentou boa exatidao, como confirmado pelos valores de recuperagao.

TABELA 5.3.1.3 - Recuperacgdes (%) para a determinag&o dos analitos via ICP OES.

Elemento Recuperagéo (%), n=3, Faixa (média, RSD (%))

Al

Ba
Ca
Cd
Cr
Cu
Fe
Mg
Ni

Pb
Sb
Sr
Ti

Zn

68-79 (74, 50)
95-95 (95,0,64)
92-97 (95, 1,0)
94-96 (95, 0,74)
89-99 (93, 7,4)
99-101 (100, 1,0)
87-95 (90, 5,4)
83-101 (91, 3,5)
93-98 (96, 2,3)
85-89 (87, 1,0)
85-87 (86, 1,1)
87-89 (88, 1,2)
93-100 (97, 1,1)
89-91 (90, 0,50)

5.3.2 - Avaliagao da PCA para dados do ICP OES

Uma PCA foi calculada para o conjunto de dados de concentracdes dos

elementos por ICP OES e os dados foram autoescalados. A FIGURA 5.3.2.1 mostra

os graficos de escores (a, b e ¢) e pesos (d) para os dados do ICP OES para PC1

versus PC2, e ambos explicam uma variancia total de 53%.
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FIGURA 5.3.2.1 - Grafico de escores para tipo de couro (a), tipo de curtimento (b), cor
do couro (c) e grafico de pesos (d) para conjunto de dados obtidos para determinacao

por ICP OES.

As FIGURAS 5.3.2.1 a, b e c mostram os escores com diferentes classes
destacadas. Na FIGURA 5.3.2.1 a foi observada uma diferenciacao entre os dois
grupos de couro (bovino, quadrados e ovino, circulos), a PC1 discrimina couros de
ovinos e bovinos com escores positivo e negativo, respectivamente. A FIGURA 5.3.2.1
b mostra que PC1 discrimina couro curtido com tanino vegetal (tridngulos) com
escores positivos e couro curtido com Cr (quadrados) com escores negativos.

A FIGURA 5.3.2.1 ¢ mostra os mesmos resultados, mas com cada cor
de couro em evidéncia. Uma diferenca notavel entre as cores nao foi claramente
perceptivel, mas foi possivel associar amostras de cor amarela (meio diamante) e
bege (quadrados abertos) com Ti, Sr, Ni e Fe (ver os pesos na FIGURA 5.3.2.1 d).
Couros marrons (circulos pretos) foram relacionados com os elementos As, Cr e Sb.
As outras cores estao misturadas ou poucas amostras foram obtidas para cada uma
delas. Infelizmente, informacdes sobre a composicdo dos corantes utilizados na

fabricacdo do couro ndo estavam disponiveis, comprometendo uma avaliagao
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adequada entre a cor do corante adicionado ao couro e os elementos contidos nos
mesmos.

A FIGURA 5.3.2.1 d mostra o grafico de pesos das duas primeiras PCs
para os analitos. A diferenga entre o tipo de couro € devido ao couro de ovino (FIGURA
5.3.2.1 a) ter correlacdo com Fe, Ni, Sr, Ti, Ba, Al, Ca, Cu e Mg, enquanto o couro
bovino tem correlagcdo com Cr, Sb, As, Pb e Zn. Couros curtidos com Cr (FIGURA
5.3.2.1 b) foram associados ao Cr (conforme esperado), Sb, As, Pb e Zn e couros
curtidos com tanino vegetal foram relacionados com Fe, Ni, Sr, Ti, Ba, Al, Ca, Cu e
Mg.

5.4 - Conclusoes

O método de referéncia desenvolvido usando ICP OES e decomposigcao
com HNOs3/H202 em um bloco digestor com frascos fechados de PFA mostrou
resultados exatos, como confirmado pelos testes de recuperacgao.

As concentrag¢des dos elementos no couro variaram de acordo com o
tipo de couro (ovino ou bovino), tipo de curtimento utilizado (Cr ou tanino vegetal) e 0
corante adicionado para colorir 0 couro, estas diferencas nas concentragbes foram
visualizadas claramente usando a PCA.

Os resultados das determinacdes foram de forma geral, os seguintes: 1)
Elementos potencialmente toxicos como As, Cr e Pb foram encontrados em elevadas
concentragbes nas amostras; 2) As concentragcdes de Pb e Cd estavam dentro dos
limites de 90 e 40 mg kg™' estabelecidos pelas legislagbes; 3) Os quatro analitos
encontrados em maior concentracdo nas amostras foram Al, Cr, Ca e Mg. Os
elementos Fe e Sb foram encontrados em todas as amostras. 4) O unico elemento
que ficou abaixo do LOD em todas as amostras foi o Cd.

Os valores de concentragdes obtidos foram usados como valores de

referéncia para os modelos de calibragcao calculados para o WDXRF.
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Capitulo 6

Determinacao de Cr em couro
usando WDXRF



6 - Determinacgao de Cr em couro usando WDXRF

6.1 -Introducao

A industria de curtumes € um dos maiores poluidores ambientais devido
a elevada geracgao de residuos em todos os processos de produg¢ao, mas o curtimento
€ particularmente preocupante devido ao uso de quantidades significativas de cromo.
O Cr é um elemento potencialmente toxico tanto para a saude como para o ambiente,
dependendo da concentracédo e do estado de oxidagédo. O Cr (VI) pode entrar em
contato com a pele humana ao utilizar artigos de couro, que podem causar alergias e
dermatites, além de serem carcinogénicos. Considerando que aproximadamente 90%
da produgcdo mundial de couro é realizada com sais de Cr, a determinacdo desse
elemento € necessaria para evitar a exposigcdo aos riscos que o mesmo pode
proporcionar.

A industria do couro € uma das principais fontes de liberacédo de Cr para
o meio ambiente'?®. Estudos dedicados a determinacao de Cr total em aguas residuais
de curtume'?%, solo poluido'’, solos préximos a curtume’?®, solo e planta de area de
curtimento de couro'?®, sangue e urina de trabalhadores de industrias de couro' e
couro'33 foram realizados e comprovaram concentragdes alarmantes de Cr total de
até 34.246 mg kg (couro curtido com Cr)'3, portanto, procedimentos analiticos que
sao capazes de determinar elementos téxicos com énfase no Cr em couro sao
necessarios, principalmente considerando os efeitos ambientais e toxicolégicos do
elemento.

XRF € uma técnica atraente e métodos de analise quantitativa requerem
uma técnica de referéncia ou método consolidado, como ICP OES'30-133 jnductively
coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS)'3'" ou FAAS'3, para desenvolver o
método de calibracdo mais apropriado que pode ser univariado (Unico sinal) ou
multivariado (varios sinais).

Alguns estudos na literatura demonstraram a viabilidade do uso da XRF
como técnica para analise direta, sugerindo ser uma alternativa viavel as técnicas que
requerem digestdo por via umida para o preparo da amostra. Analise de diferentes
amostras, como farinha de trigo'3® e vidro automotivo'3¢, foram realizadas utilizando
uma técnica referéncia para validacado dos métodos.

O principal objetivo deste estudo foi avaliar e validar o uso do WDXRF

como técnica candidata para analise direta, principalmente para a determinacao de Cr
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em couro, os modelos de calibragédo foram propostos levando em consideragao o Erro
Padrao de Validacéo (SEV). Outros analitos também foram investigados como Al, Ca,
Fe, Ti e Zn. O couro também foi discriminado e classificado com base em sua
composi¢cao quimica com uma abordagem quimiométrica baseada em espectros
obtidos por WDXRF. Experimentos complementares também foram realizados por

LIBS em uma analise exploratdria qualitativa.

6.2 - Material e métodos

6.2.1 - Amostras

As mesmas 60 amostras avaliadas no estudo anterior e descritas no item
5.2.1 foram analisadas aqui. As amostras de couro foram cortadas em uma prensa
hidraulica (Metalurgica Ago real, P-23) com facas de corte (3,0 cm x 4,0 cm) antes da
analise por LIBS e WDXRF.

6.2.2 - Analise e calibragao usando WDXRF

Todas as amostras foram diretamente analisadas utilizando um WDXRF
Perform-X ARL (Thermo Fischer, Madison, WI, USA). As amostras foram irradiadas
com raios X provenientes de um tubo Rh com um maximo de 4.200 W. Além disso, os
raios X emitidos a partir das transicoes eletrébnicas dos elementos presentes nas
amostras sao registrados pela secdo oOptica do equipamento, passando primeiro
através de colimadores, e entdo eles sao refletidos por cristais especificos.
Finalmente, os detectores registram as contagens por segundo das linhas de emissao
de raios X que correspondem a cada cristal utilizado. Existem 5 cristais que podem
ser usados na dispersdao do comprimento de onda, e a escolha é baseada em qual
deles pode dispersar o comprimento de onda caracteristico do elemento estudado. O
instrumento também é equipado com 4 colimadores diferentes (0,15 mm, 0,40 mm,
1,00 mm e 2,60 mm) e 2 detectores: um contador proporcional de fluxo (FPC) e um
contador de cintilagao (SC). Para todos os elementos avaliados neste estudo, apenas
a transigao eletrbnica, Ka, foi considerada.

Para construir modelos de calibrac&o univariados, utilizou-se o Microsoft

Excel para organizagdo dos dados e o MATLAB versao 2017b (The Mathworks,
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Natick, MA, EUA) foi utilizado para calcular a Relagdo Sinal/Ruido (SBR), sinais de
area e altura para os espectros obtidos para Al, Ca, Cr, Fe, Ti e Zn. Estes elementos
foram escolhidos com base nos resultados das concentracdes obtidas anteriormente
pelo ICP OES e considerando a sensibilidade do WDXRF.

As capacidades preditivas do WDXRF foram baseadas no SEV para
todos os elementos testados e os valores mais baixos foram usados para selecionar
os melhores modelos de regressdo’®?. O conjunto de dados composto por 60
amostras foi dividido em 40 amostras para o calculo de modelos de calibragédo e 20
amostras para validagao. Estas amostras foram escolhidas aleatoriamente.

Os valores de SEV foram calculados de acordo com a Equacao 2:
SEV = fm;‘—:f‘)z (Equacio 2)

onde y; é a concentracdo de referéncia determinada pelo ICP OES, y;é a

concentragédo prevista do analito para a validagdo do conjunto de dados, e n € o

numero de amostras usadas no conjunto de dados de validagdo (20 neste caso)'2.
O LOD e o LOQ para WDXRF foram calculados de acordo com as

equacoes 3 e 4, respectivamente.

3XSD

LOD = (Equacao 3)

10XSD

LOQ = — (Equacéo 4)

onde SD é o desvio padrao global do sinal de fundo das imediagdes do sinal analitico
e b é ainclinagdo da curva de calibragéo.

As concentragdes determinadas apos a digestdo da amostra e
determinagdes por ICP OES descritas nas TABELAS 5.3.1.1 e 5.3.1.2 foram usadas

como valores de referéncia para calcular os modelos de calibragéo.
6.2.3 - Analises complementares usando LIBS

Uma anélise complementar foi realizada utilizando a técnica LIBS para

avaliar o perfil espectral dos couros estudados com uma abordagem qualitativa.
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Experimentos usando LIBS foram conduzidos exatamente da mesma forma descrita
no item 4.3.2.

6.2.4 - Analise por componentes principais (PCA)

A analise exploratoria utilizando PCA foi calculada para avaliar as duas
técnicas utilizadas neste estudo (LIBS e WDXRF) considerando sua capacidade de
diferenciar as amostras de acordo com o tipo de couro (ovino e bovino), tipo de
curtimento (Cr ou tanino vegetal) e cor do couro.

A primeira PCA foi calculada utilizando uma matriz de dados composta
por 60 amostras (linhas) e 12.288 variaveis (colunas) obtidas a partir dos espectros
do LIBS (linhas de emisséo de 186 a 1.042 nm). O conjunto de dados foi normalizado
pela area e centrados na média.

A segunda PCA foi calculada usando uma matriz de dados de 60
amostras (linhas) e 450 variaveis (colunas) obtidas por espectros do WDXRF, e o
conjunto de dados foi apenas centrado na média. Pirouette versao 4.5 (Infometrix,
Bothell, WA, EUA) foi usado para os calculos de PCA.

6.3 - Resultados e discussao

6.3.1 - Analises no LIBS

A FIGURA 6.3.1.1 mostra os espectros LIBS representativos obtidos
para trés couros: bovino e ovino curtido com Cr e ovino curtido com tanino vegetal. Os
sinais mais intensos e suas correspondentes linhas de emissdo estdo listados na
TABELA 6.3.1.1. Os trés couros apresentaram Cr, C, Si, Mg, Al, Ca, Ti, Na, N, K, O e
os espectros dessas amostras mostrados na FIGURA 6.3.1.1 foram semelhantes e,
basicamente o unico elemento que diferiu foi o Cr. No entanto, para a amostra curtida
com Cr, foram detectadas 11 linhas de emissdo muito intensas para Cr (267,71 (ll),
357,86 (1), 359,34 (1), 360,53 (1), 425,43 (l), 427,48 (1), 428,97. (1), 464,61 (I), 465,21
(1, 520,60 (1), 520,84 (I)). No caso da amostra curtida com tanino vegetal, apenas um
pequeno sinal para a linha de emissdo do Cr em 302.15 (1) nm foi observado. Além

disso, com a ajuda da TABELA 6.3.1.1, é possivel ver a capacidade da LIBS de
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apresentar dezenas de linhas de emissdo em poucos minutos de analise, mesmo para

elementos leves como Al e C.
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FIGURA 6.3.1.1 - Espectro tipico obtido via LIBS para trés amostras de couro (bovino
e ovino curtido com cromo e ovino curtido com tanino vegetal).

TABELA 6.3.1.1 - Linhas de emisséo presentes no espectro das amostras de couros
analisadas por LIBS.

Elementos Linhas de emiss&o (nm)

Cr 267,716 (Il), 357,869 (1), 359,349 (1), 360,533 (1), 425,435 (1), 427,480
(1), 428,972 (1), 464,617 (1), 465,216 (1), 520,604 (1), 520,844 (1)

C 193,091 (1), 247,856 (1)

Si 250,690 (1), 251,920(1), 252,851 (1)

Mg 279,553 (II), 280,270(11), 285,213 (1)

Al 308,215 (1), 309,271 (I)

Ca 393,366 (I1), 396,847 (Il), 422,673 (1), 558,197 (1), 558,876 (1), 559,447
(1), 559,850 (I), 610,272 (1), 612,216 (I), 616,216 (I), 643,907 (1),
854,209 (I1)

Ti 498,173 (1), 499,107 (1), 499,952 (1)

Na 588,995 (1), 589,593 (1), 819,483 (1)

N 742,368 (1), 744,230 (1), 746,831 (1), 818,483 (1), 818,802 (1), 821,630

(1), 822,312 (1), 824,235 ()
766,490 (1), 769,896 (1)
o) 777,421 (1), 844,639 (1)

| linhas atdbmicas; Il linhas ibnicas

~
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A PCA calculada usando todas as linhas de emiss&o obtidas pela LIBS
(FIGURA 6.3.1.2), ndo mostrou separagodes significativas entre tipo de couro, tipo de
curtimento ou entre as cores. Nesse caso, uma nova PCA foi calculada usando apenas
as 11 linhas de emissao para o Cr presentes nos espectros das amostras descritas
anteriormente, mas a informacado observada foi uma diferenga esperada entre as
amostras curtidas com Cr e tanino vegetal (ver FIGURA 6.3.1.3). Como conclus&o

preliminar, o uso da LIBS permitiu realizar uma inspec¢éo quimica inicial das amostras

solidas com detecgao de varios elementos quimicos.
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FIGURA 6.3.1.2 - Grafico de escores para tipo de couro (a), tipo de curtimento (b), cor
do couro (c) e grafico de pesos para PC1 (d) e PC2 (e) para conjunto de dados
(normalizados) obtidos por analise direta via LIBS.
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FIGURA 6.3.1.3 - Grafico de escores para tipo de couro (a), tipo de curtimento (b), cor
do couro (c) grafico de pesos (d) para PC1XPC2 para conjunto de dados (média)
obtidos via LIBS. A PCA foi calculada usando somente as 11 linhas de emisséo para

Cr.

6.3.2 - Analises no WDXRF

As amostras foram posicionadas em suportes especificos com uma
abertura de 29 mm de didmetro. Para todos os elementos avaliados, a transicao
eletrénica Ka 1 e Ka 2 foram consideradas das linhas mais sensiveis. Um colimador
de 0,4 mm e um tempo de contagem de 1 s foram usados nos experimentos. Os
analitos necessitaram de duas condicdes operacionais diferentes: 30 kV de tensao e
80 mA de corrente para Al, Ca, Mg, Na, S e Si e 50 kV e 55 mA para Cr, Fe, Ni, Zn e
Ti.

A FIGURA 6.3.2.1 mostra comprimentos de onda de emissao de raios X

para dez elementos presentes nos trés espectros de couros avaliados: Zn, Fe, Cr, Ti,
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Ca, S, Si, Al, Mg e Na. Como esperado, o espectro do WDXRF apresenta menos
sinais que o do LIBS. Como ha dois processos de curtimento, um com Cr e outro com
tanino vegetal, as intensidades de sinal para esse elemento sao diferentes em cada
caso (terceiro sinal da esquerda para a direita na FIGURA 6.3.2.1). Além disso, o
processo de curtimento com tanino vegetal é isento de Cr, assim, uma pequena
intensidade de sinal para Cr foi observada para este processo. A emissao dos outros

elementos avaliados variou de amostra para amostra devido a sua composi¢ao.
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FIGURA 6.3.2.1 - Espectro tipico obtido via WDXRF para trés amostras de couro
(bovino e ovino curtido com cromo e ovino curtido com tanino vegetal).

Calculou-se uma PCA para os dados do WDXRF e a FIGURA 6.3.2.2
mostra os graficos de escores para PC1 versus PC2, separados por couro bovino e
ovino (a), processo de curtimento com Cr e vegetal (b) e diferentes cores dos couros
estudados (c), e grafico de pesos para PC1 e PC2 (d e €). Como mostrado na FIGURA
6.3.2.2 a, couros bovinos e ovinos tém diferentes composicdes elementares e sao
agrupados principalmente pela presenga de S e Si nas amostras (ver FIGURA 6.3.2.2
e), PC2 discrimina o couro bovino com escores negativos. Na FIGURA 6.3.2.2 b, o
agrupamento € devido ao processo de curtimento, e o Cr com valores positivos em
PC1 é o elemento responsavel pelo agrupamento (ver FIGURA 6.3.2.2 d). Finalmente,
na FIGURA 6.3.2.2 ¢, as amostras foram separadas por sua cor. Couros bege
(quadrados abertos) e amarelos (meio diamante) foram associados a Zn, Fe, Ca, Si,

Al e Na na FIGURA 6.3.2.2 d (valores negativos em PC1). Couros marrons (circulos

97



pretos) foram relacionados ao Cr (valores positivos na PC1). As outras cores sao

misturadas e ndo € possivel observar um padrao claro.
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FIGURA 6.3.2.2 - Escores para tipo de couro (a), tipo de curtimento (b), cor do couro
(c) e pesos para PC1 (d) e PC2 (e) para conjunto de dados obtidos por analise direta

via WDXREF.
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6.3.3 - Determinagao de cromo total em couros usando WDXRF:

Modelos de calibragao univariada

Curvas de calibracao para Al, Ca, Cr, Fe, Ti e Zn usando espectros do
WDXRF foram obtidas para 60 amostras (40 para calibragdo e 20 para validagao).
Para o calculo dos modelos de calibracdo, SBR, sinais de areas e alturas para cada
analito foram gerados e associados aos valores de referéncia obtidos com o ICP OES.

Para avaliar a qualidade dos modelos propostos, os valores de SEV, R,
LOQ e LOD foram calculados para os modelos de calibragéo univariada para cada
analito mencionado. No entanto, a calibragao que resultou em capacidades preditivas
confiaveis, como coeficientes de correlacdo acima de 0,9 e valores baixos de SEV,
foram apenas os modelos de calibragao para Cr.

Assim, foram testadas algumas tentativas de melhorar os modelos de
calibragédo para os demais analitos (Al, Ca, Fe, Ti e Zn), tais como:

a) separar as amostras em 4 grupos por tipo de couro (bovino e ovino) e
por tipo de curtimento (Cr e taninos vegetais) e calcular um modelo de calibragéo para
cada grupo;

b) calculo do PLS pelo software Pirouette usando os sinais de area de
todos os analitos juntos como uma matriz de dados e as concentragdes de referéncia
dos analitos obtidos pelo ICP OES como uma variavel dependente (y); 0 mesmo foi
realizado usando os sinais de alturas; e

c) normalizar os sinais de area e altura de cada analito pelos sinais de
area e altura de Cr, Si, Zn, Fe e S (analitos com maior intensidade de sinal) para tentar
minimizar a interferéncia.

No entanto, nenhuma dessas tentativas resultou em resultados positivos
para construir um modelo de calibracdo satisfatorio para os analitos descritos
anteriormente. Assim, o método proposto mostrou-se bem-sucedido apenas para
determinacao de Cr nas amostras de couro utilizando WDXRF por analise direta.

As figuras de mérito para os melhores resultados (menor valor de SEV)
para o modelo de calibracdo obtido para Cr sdo mostradas na TABELA 6.3.3.1 que
incluem na primeira linha a equagédo para a curva de calibragdo (modelo linear
univariado) quando as concentragdes de Cr de referéncia obtidas por ICP OES e altura

do sinal obtidos pelo WDXRF foram comparados, seguido pelo coeficiente de
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correlagcdo do modelo de calibragdo linear, que foi de 0,9991, erro padréao de
calibragéo (SEC) de 1.279 mg kg™ e SEV de 628 mg kg™

TABELA 6.3.3.1 - Figuras de mérito para o modelo de calibragdo do WDXRF calculado
para o cromo.

Curva de calibragao (coeficientes +
. _ [Cr]= (43,9 £ 1,0) x + (19.583 + 14.600)
desvio padrao)

R 0,9901
Erro padrao de calibragao - SEC

1 1.279
(mg kg™')
Erro padréo de validacéo (SEV) 628
(mg kg")
Faixa de concentracao de Cr (mg

Nao detectado (ND) — 21.638

kg™)
Comprimento de onda (nm) 0,229
LOD (mg kg™) 30
LOQ (mg kg™) 100
Tipo de sinal altura

A TABELA 6.3.3.1 também mostra que o intervalo de concentracao de
Cr para as 60 amostras de couro (quinta linha) variou de nao detectado (ND) a 21.638
mg kg™'. Neste caso, ND significa valores abaixo do SEV. As concentragdes de Cr nas
amostras de couro curtidos com taninos vegetais estavam abaixo do valor de SEV de
628 mg kg™ (10-285 mg kg' medido por ICP OES), dessa forma, néo foi possivel
prever as concentragdes de Cr dessas amostras, portanto, o método proposto pode
ser utilizado somente para determinar a concentragcdo de Cr em couros curtidos com
Cr, que normalmente contém concentragdes acima do SEV. Embora o valor do SEV
seja alto, as concentragdes de Cr nas amostras de couro sdo muitas vezes maiores,
na ordem de porcentagem e ndo comprometem o procedimento desenvolvido.

Além disso, a altura foi o tipo de sinal que apresentou melhores
resultados para os modelos de calibragcdo quando comparado com a area do sinal. A
TABELA 6.3.3.1 apresenta também valores de LOD (30 mg kg™') e LOQ (100 mg kg
') para as determinagbes por WDXRF. Em geral, o método desenvolvido apresentou
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figuras de mérito apropriadas para os modelos de calibragdo univariada calculados
para Cr.

A capacidade preditiva do modelo de calibracédo baseado no SEV foi
apropriada para a determinacéao de Cr via WDXRF e pode ser avaliada pela FIGURA
6.3.3.1, que mostra uma correlacio satisfatoria para amostras usadas para calibragao
(circulo aberto) e validagao (circulo preto). Esta figura mostra boa concordancia entre
as concentracdes de Cr de referéncia obtidas por ICP OES versus a concentracido de
Cr predita via WDXRF.
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FIGURA 6.3.3.1 - Comparagao entre concentragdes de referéncia (ICP OES, média
* desvio padrao, n = 3) e concentracgdes preditas obtidas por WDXRF (média) para
Cr em mg kg™ para as amostras do conjunto de calibragéo e validagao.

Além disso, a TABELA 6.3.3.2 mostra as concentragdes de Cr
determinadas usando ICP OES (referéncia) e WDXRF (método proposto) para couros
de ovinos e bovinos. Os resultados comparativos com ICP mostram que foram obtidas
boas previsdes usando o método proposto para determinacdo de Cr nos 50 couros
curtidos com Cr analisados que variaram de 9.690 (amostra 40) a 21.638 (amostra
55) mg kg™'. Para a amostra 1, por exemplo, foi determinada uma concentragio real
de Cr de 15.670 mg kg™' e a concentragao predita foi de16.398 mg kg~' comprovando
a boa predicdo do modelo de calibragao.

Na primeira e quarta colunas da tabela sdo mostradas as amostras
numeradas de 1 a 60 e do lado esquerdo sao apresentados os resultados para as 40
amostras do conjunto de calibragdo e do lado direito os resultados para as 20

amostras do conjunto de validagdo. Na segunda e quinta colunas estdo as
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concentragdes de Cr referéncia obtidos pelo ICP OES e na terceira e sexta colunas
estdo as concentracdes de Cr preditas pelo modelo usando o WDXRF. As amostras
marcadas com um asterisco (33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 57, 59 e 60) sédo as 10
amostras de couro curtidas com tanino vegetal que o modelo nao foi capaz de prever
as concentragdes de Cr por estarem abaixo do SEV, sendo 7 amostras no conjunto
de calibracdo (33, 36, 37, 38, 39 e 57) e 3 amostras no conjunto de validagao (34,35

e 59), nas quais as concentragdes foram designadas com ND (n&o detectavel).

TABELA 6.3.3.2 - Concentragdes de Cr determinadas por ICP OES (referéncia, média
* desvio padréo, n = 3) e WDXRF (método proposto, média) para couros de bovinos
(amostras do 1 ao 24) e couros ovinos (amostras do 25 ao 60).

Amostras do ICP OES WDXRF Amostras do ICP OES WDXRF

conjunto de (mg kg™ (mgkg') conjuntode  (mgkg') (mg kg™

calibragao validagao

1 15670237 16398 2 156381364 16221
15757+269 16173 6 16009+361 14663

4 15325+409 15528 12 169171261 17086

5 164191435 14758 14 162184255 16712

7 163541241 14820 15 159724362 15769

8 16556199 15362 21 173974382 18256

9 162324312 15385 24 199944260 18458

10 162031427 16232 28 103121402 10794

11 16193+471 16526 30 9749+15 11195

13 17104+272 17368 32 15063+295 18168

16 15091+£1001 15826 34* 19+2 ND

17 16269+543 15846 35* 24112 ND

18 160811401 16079 41 8775+203 10517

19 20445+688 18632 45 16822192 18406

20 19642+439 18368 46 9347+111 10233

22 18433189 17867 47 164121134 17018

23 17768+404 17485 51 194471748 20164

25 17213276 17129 53 19635+484 20502

26 16523167 16592 55 234071503 21638

27 10066+159 10368 59* 10£2 ND

29 14785+401 15362

31 10050237 10836

33* 285+23 ND

36* 10£3 ND

37 19916 ND

38* 252 ND

39* 11+1 ND

40 4594+51 9690

42 13160+£275 14395

43 10087+356 10044

44 148524241 17360

48 15116256 15475

49 9570+£116 10059

50 203974266 20598

52 17922+2011 19729

54 19651155 20652

56 21353474 19965

57* 2553 ND

58 9613+103 11532

60* 2087 ND

ND: ndo detectado. ‘couro curtido com tanino vegetal.

A maioria dos métodos de determinagao utilizam equipamentos que
necessitam de um tratamento de amostra rigoroso para transforma-la em um liquido
homogéneo e representativo’®’.
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Amostras solidas necessitam de etapas complexas e demoradas
durante o preparo. De forma geral € preciso homogeneiza-las através da diminuigéo
do tamanho de particula, com o uso de moinhos seguidos de homogeneizadores '3,
A quantificagdo do analito de interesse, em geral, requer mineralizagdo acida da
amostra, um processo laborioso e que demanda cerca de 70 a 95 % do tempo
necessario para o desenvolvimento do procedimento analitico, além disso, estao
sujeitas a perdas do analito por volatilizagcdo e/ou contaminagdes e sado de elevado
custo, principalmente se acidos ultra-puros forem usados’.

A etapa de preparo de amostra apresenta desafios, assim a
possibilidade de realizar analises diretas de couros que dispensem ou minimizem esse
processo € vantajoso e desejavel. A técnica WDXRF apresenta estas caracteristicas
e se mostrou promissora para a determinagdo de Cr em couros curtidos com esse

elemento.

6.4 - Conclusoes

Existem poucos estudos sobre a determinacdo quantitativa de Cr em
couros por técnicas de analise direta. Este estudo propde o uso do WDXRF para
determinar Cr em couros. O método proposto mostrou-se rapido e eficaz para a
determinacao de Cr em couros curtidos com sulfato de cromo (lll). No entanto, mais
estudos precisam ser realizados para determinar outros analitos, como Al, Ca, Fe, Ti
e Zn via WDXRF. Adicionalmente, é importante desenvolver mecanismos para reduzir
o SEV para que seja possivel a determinagédo de Cr em couros curtidos com taninos
vegetais com menor concentragao deste elemento.

A PCA calculada usando os dados espectrais obtidos pela LIBS né&o
mostrou separagdes significativas entre os diferentes tipos de amostras,
demonstrando que a técnica nao foi capaz de correlacionar as amostras de forma
clara como o ICP OES e o WDXRF.

A concentracgao total de Cr obtida pelo WDXRF foi comparada com um
meétodo de referéncia utilizando ICP OES e os resultados mostraram que o método
proposto apresenta parametros satisfatorios e que a concentracdo maxima de Cr total
foi um valor alto de 21.353 mg kg'. O WDXRF é uma técnica atrativa, pois &€ nao
destrutiva, apresenta alta frequéncia analitica e realiza analises sem consumo de

reagentes e geragao de residuos quimicos.

103






Capitulo 7

Avaliacao da composicao
quimica de couros sintéticos
usando técnicas
espectroscopicas



7 - Avaliagao da composigcao quimica de couros sintéticos usando

técnicas espectroscopicas

7.1 -Introducao

O couro natural é obtido de peles de animais apds passarem por
processos fisicos e quimicos, € um material natural de alto custo que tem uma
demanda limitada dependente da industria de carne. O tamanho e o formato da peca
de couro também sao limitados e dependem da origem do animal. Além disso, a
preocupagao dos consumidores com 0s animais e 0 aumento da consciéncia
ambiental levaram ao desenvolvimento de um material alternativo, denominado “couro
sintético” ou artificial®13%-141,

O material sintético geralmente consiste em uma base téxtil (composta
de um tecido), e um polimero é aplicado ao tecido sob a forma de pasta ou emulsdo '3,
O polimero mais comumente usado é o poliuretano (PU)'3%'49 mas o cloreto de vinila
(PVC)'*2 e o polipropileno também podem ser utilizados. O couro sintético possui
aplicacbes na fabricacdo de calgcados, roupas, bolsas, moveis, estofados,
eletrodomésticos, acessorios eletrénicos, etc'41.143,

Atualmente, o couro sintético foi melhorado e apresenta aparéncia e
caracteristicas fisicas semelhantes as do couro animal'43, Estudos demonstraram que
as propriedades fisicas dos couros sintéticos, como a porcentagem de alongamento
e a resisténcia ao rasgamento, em alguns casos sdo ainda melhores do que o couro
natural’®. As vantagens dos couros sintéticos residem no fato de n&o apresentarem
defeitos, como cicatrizes, arranhdes de arame, marcas de fogo para identificagdo do
animal, manchas, queimaduras, marcas causadas por insetos, entre outros, comuns
nos couros naturais. O couro sintético tem tamanho padronizado e esta disponivel em
forma de rolo, o que reduz o desperdicio ao fazer cortes nas pecgas de couro e permite
um maior planejamento da produgao na industria. Além disso, este material tem uma
espessura padronizada e cor uniforme, e geralmente apresenta custo inferior ao do
couro animal’##; no entanto, tem a desvantagem da baixa permeabilidade ao vapor de
agua'’3o 144,

Conforme foi visto nas sessdes anteriores varios estudos ja foram
realizados para a determinacdo de elementos em couros animais. Estes estudos
mostraram que a analise de couro natural esta sendo realizada por varios grupos de

pesquisa e envolve diferentes métodos e técnicas analiticas. No entanto, ao pesquisar
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na literatura sobre analise de couro/material sintético ou artificial, poucos estudos
foram encontrados.

Os estudos que podem ser destacados sdo: CHEN et al.’ avaliaram
qualitativamente couros sintéticos de microfibra e PU usando FTIR, scanning electron
microscopy (SEM) e difragdo de raios X. ASLAN et al.® usaram ICP OES para
determinar Al, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb e Zn em couro sintético e também em couros
naturais. SANO et al.'? avaliaram qualitativamente amostras de couro sintético
usando SEM com um energy dispersive X-ray spectrometry (EDX), micro-FTIR e
microespectrofotometria, e as concentragbes de elementos inorganicos foram
avaliadas por micro-XRF. WU et al.’5 utilizaram lasers para criar micro-furos em couro
sintético de PU com o objetivo de melhorar a permeabilidade ao vapor de agua.

E evidente a falta de estudos sobre couro sintético, fato que mostra a
necessidade de avaliar esse tipo de material. Assim, um dos objetivos dessa tese foi
determinar a concentragcdo de elementos em couros sintéticos utilizando ICP OES e
avaliar o uso das técnicas de analise direta LIBS e WDXRF na avaliagao qualitativa
desse material. A PCA foi uma ferramenta usada em conjunto com as trés técnicas

para auxiliar na interpretacado de dados.

7.2 - Material e métodos

7.2.1 - Amostras

Um conjunto de 9 amostras diferentes de couro sintético foram
adquiridas em mercados locais no Brasil e no Paraguai, e o custo unitario variou de
R$ 5,00 a R$ 20,00. Imagens das amostras usadas nos experimentos sdo mostradas
na FIGURA 7.2.1.1. As amostras compreendem quatro cintos (amostra 1: preto,
amostra 2: marrom, amostra 3: bege e amostra 4: branco), trés carteiras (amostra 5:
preta, amostra 6: marrom e amostra 7: bege), uma capa de telefone celular (amostra

8: preto) e uma bolsa (amostra 9: preto).
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Amostra 6 Amostra 7 Amostra 8 Amostra 9

FIGURA 7.2.1.1 - Imagens das nove amostras de couro sintético usadas na parte experimental: 1-4 sao cintos, 5-7 sao carteiras, 8 é
uma capa de celular e 9 € uma bolsa.
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As superficies das amostras foram limpas, cortadas em pedacgos
menores e materiais como papeldo, papel, adesivos, bordados e espuma foram
removidos antes de todas as analises. As amostras foram cortadas com dimensdes
de aproximadamente 2,0 cm x 3,0 cm para as determinag¢des no LIBS e WDXRF. Para
determinacgdes no ICP OES, as amostras foram cortadas com uma faca de cerédmica

em dimensdes aproximadas de 0,5 cm x 0,5 cm antes do preparo da amostra.

7.2.2 -ICP OES

As mesmas condi¢cdes instrumentais do ICP OES e de preparo de
amostra empregados no item 5.2.2 foram empregados nas analises dos couros
sintéticos. As solugbes padrao dos elementos foram preparadas por diluicbes de
padroes de 1000 mg L' de Al, As, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb, Sb, Sr,
Ti e Zn (Suiga, Buchs SG, Fluka Analytical, Qhemis).

Para o preparo de amostra, os couros sintéticos foram cortados em
pequenos pedacos (0,5 cm x 0,5 cm) e aproximadamente 0,200 g da amostra foi
pesado e utilizado para analise quimica. Imagens de amostras antes da digestdo e
analise no ICP OES podem ser vistas na FIGURA 7.2.2.1.

A figura mostra inicialmente as imagens dos 4 cintos, e € possivel
visualizar apds cortar o cinto, que existe o couro sintético nas extremidades, ou seja,
na frente e no verso, contudo, no meio do cinto ha um material de sustentacao
composto por uma mistura de diversos compostos e por isso, tentou-se retirar e
separar o couro sintético do material de sustentacdo. Nos casos, que foi possivel
separar o couro sintético do material de sustentagdo como para as amostras 1, 5, 6,
7, 8 e 9 somente o couro sintético foi digerido durante o preparo de amostra. Contudo,
para as amostras 2, 3 e 4 nao foi possivel fazer essa separag¢ao do couro sintético dos
demais materiais que compunham a amostra, e nesses casos, a amostra foi

totalmente digerida.
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FIGURA 7.2.2.1 - Imagens das amostras de couros sintéticos usadas antes do preparo
de amostra para posterior analise por ICP OES.

As curvas de calibragao para todos os 17 elementos avaliados variaram
da seguinte forma: 0,005 a 2 mg kg-! para As, Cd, Co, Cu, Mn, Ni, Sr e Ti; 0,005 a 5
mg kg™! para Pb, Sb e Zn; 1 a 10 mg kg™' para Al e Fe e 0,1 a 50 mg kg™! para Ba, Ca,
Cr e Mg.

Devido a elevada concentragcao de Ca, Cr e Mg em algumas amostras,
foi necessario realizar uma diluicdo adicional de quatro vezes para Cr (amostras 2-7)
e Mg (amostras 1, 8 e 9) e uma diluicdo de quinze vezes para Ca (amostras 1-4, 8 e
9).

As nove amostras foram digeridas com e sem adi¢gdo de padrbes para

avaliar a exatidao do procedimento analitico. As seguintes concentragcdes dos padrdes
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foram adicionadas, 1,5 mg kg™' de Al, Ba, Fe, Pb, Sb e Zn; 0,5 mg kg-' de As, Cd, Co,
Cu, Mn, Ni, Sre Ti; 10 mg kg' de Mg e 70 mg kg™' de Cr e Ca. A analise de cada uma
das 9 amostras foi realizada em seis réplicas auténticas, uma triplicata com e uma

triplicata sem a adigao de padrao.

7.2.3 - LIBS

As amostras investigadas foram diretamente fixadas na camara de
ablagao utilizando fita adesiva dupla face, e os pulsos de laser foram coletados em
ambos os lados de cada amostra, conforme descrito no item 4.3.2. Imagens das

amostras na camara de ablagao do LIBS sdo mostradas na FIGURA 7.2.3.1.

Amostra | Frente da amostra Verso da amostra

1
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FIGURA 7.2.3.1 - Imagens das amostras de couros sintéticos usadas apos os
experimentos no LIBS. E possivel ver o efeito do laser (linha reta) na superficie das
amostras.

7.2.4 - WDXRF

As analises por WDXRF foram realizadas exatamente como descrito no
item 6.2.2. Os espectros foram obtidos utilizando-se 50 kV de tensédo, 50 mA de
corrente, 2 s de tempo de aquisigao de sinal e um colimador de 0,4 mm para obtengao
de sinais de Al, As, Ba, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, Mg, Na, Ni, Pb, S, Sb, Si Ti e Zn.

7.3 - Resultados e discussao

7.3.1 - Avaliagao da composi¢cao quimica de couros sintéticos por
ICP OES

Nove couros sintéticos foram analisados por ICP OES, e as
concentragbes de 17 elementos sao relatadas na TABELA 7.3.1.1. O Ca foi o
elemento determinado com as maiores concentragdes, que variaram de 770 £ 24
(amostra 7) a 112.233 + 4.151 mg kg (amostra 8). Cr e Mg também apresentaram
concentragbes elevadas em todas as amostras, variando de 13 £ 1 (amostra 9) a
24.732 + 433 mg kg' (amostra 5) e 165 + 2 (amostra 7) a 18.834 + 777 mg kg

(amostra 1), respectivamente.

113



TABELA 7.3.1.1 - Concentragdes determinadas dos elementos em mg kg-' (média + SD, n=3) em couros sintéticos por ICP OES.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 LOD LOQ
Al 2117 1019+£106 813+178 1607+197  242+15 238+50 14748 8841105 47117 0,03 0.1
As <LOD 22,0+0,4 32+1 27,0+0,2 35,0+0,4 21,0£0,1 17,0£0,1 12116 <LOD 0,03 0,1
Ba 1636 28+2 14,0+0,3 4606210 <LOD 571 13,0£0,5 566+48 242352 0,003 0,009
Ca 49420+1986 37023+1292 20982+3695 26245775 884431 1574+40 770+24 112233+4151 55619+738 0,09 0,3
Cd 4,5%0,2 4,4+0,1 4,1+0,2 4,910,1 4,3+0,1 4,1+1 4,1£0,1 27+1 5,4£0,1 0,003 0,01
Co 2,70,1 2,7+0,1 2,4+0,2 <LOD 3,6+0,2 3,910,1 1,6+0,1 <LOD <LOD 0,003 0,01
Cr  54#1 15082+393  20288+793  19465+110 247321433 140921139 11606+228 2543 13+1 0,009 0,03
Cu 24+1 3942 2244 18,0+0,4 <LOD 3,2+0,3 163+2 3848 17+0,7 0,005 0,02
Fe 426+20 101581 824+6 891+182 145+7 311£15 13049 486163 563+78 0,01 0,04
Mg 18834777  1378%27 10028 538+15 23116 648+26 16542 8936+182 12798+291 0,008 0,03
Mn 271 9,4+0,8 4,6+0,4 20+2 <LOD <LOD <LOD 19+0,7 2,0£0,3 0,002 0,007
Ni  <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 0,008 0,03
Pb 273+13 15320 365+4 23317 2,840,2 4,6%0,2 39+1 2484+160 7842 0,002 0,006
Sb  22+1 77+2 9414 98,0+0,1 111+2 64,0+0,4 53+1 262427 22+1 0,003 0,01
Sr  87%3 22+1 157 10414 <LOD <LOD <LOD 84+3 611 0,01 0,04
Ti <LOD 23%5 <LOD 48+16 <LOD <LOD <LOD <LOD 7+2 0,007 0,02
Zn 528+18 16+1 411 12612 2,1£0,7 <LOD 3+1 253+10 491+7 0,002 0,007

LOD: limite de detecgao; LOQ: limite de quantificagao; <LOQ: abaixo do limite de quantificacéo
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Alguns analitos estavam presentes em concentragdes intermediarias
nas amostras como segue: Ba: <LOD - 4.606 £+ 210; Pb: 2,8 £ 0,2 - 2.484 + 160; Al:
147 £ 8 - 1.607 + 197; Fe: 130 £ 9 - 1.015 £ 81; Zn: <LOD - 528 + 18; e Sb: 22 + 1 -
262 + 27 mg kg™'. No entanto, os seguintes analitos apresentaram as menores
concentragcdes nas amostras de couro sintético: Cu: <LOD - 163 £ 2; As: <LOD - 121
+6;Sr: <LOD - 104 £ 4; Ti: <LOD -48 £ 16; Cd: 4,1 £ 0,2-27 £ 1; Mn: <LOD - 27 + 1,
Co: <LOD - 3,9 + 0,1 mg kg e Ni estava em niveis de concentragao inferiores ao LOD
em todas as amostras. Estes valores de concentracdo foram significativamente
diferentes de uma amostra para outra, o que revelou a enorme diferenca na
composi¢ao quimica entre os couros sintéticos.

Os elementos Al, Cd, Fe, Pb e Sb foram determinados em todas as
amostras com concentragdes minimas de 147 mg kg, 4,1 mg kg™', 130 mg kg™, 2,8
mg kg’ e 22 mg kg respectivamente. As concentragdes de Cd encontradas estéo
dentro dos limites estabelecidos pelas legislagdes''®129, contudo as concentragées de
Pb ficaram acima do limite estabelecido (90 mg kg') nas amostras 1, 2, 3,4 e 8. A
amostra 8 foi a que apresentou maior concentragéo de Pb (2.484 mg kg™') e esta mais
de 27 vezes acima da concentragao de Pb limite para couro sintético.

Os resultados para Co, Cr, Cu, Ni e Zn sdo comparaveis a outro estudo
anteriormente realizado por Aslan e Uzum,® que analisaram dez couros artificiais de
estofados de diferentes cores de fabricantes de méveis de couro usando ICP OES;
entretanto, as concentracdes relatadas pelos autores para Al (4,73 £ 4,25), Cd (<LOD)
e Pb (<LOD) foram diferentes, ficando abaixo das observadas neste estudo. Essas
diferencas entre os dados sdo esperadas porque a composicdo das amostras
depende das caracteristicas dos processos industriais. Esses processos estao
relacionados aos materiais utilizados na produgao como tecido, tipo de polimero (PU,
PVC, entre outros) e corantes, alterando a composicdo quimica das amostras
avaliadas em cada estudo.

A TABELA 7.3.1.1 também apresenta diferengas na composicdo das
amostras considerando as cores, por exemplo, a amostra 4, um couro branco
apresentou maior concentracao de Al, Ba e Ti do que as outras amostras. Além disso,
trés amostras pretas (1, 8 e 9) contém alto teor de Ca e Zn.

A TABELA 7.3.1.1 mostra que elementos toxicos foram encontrados nos
couros sintéticos em concentragbes maximas (em mg kg') de 121 + 6 para As
(amostra 8), 2.484 + 160 para Pb (amostra 8) e 24.732 + 433 para Cr (amostra 5). As,
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Cr e Pb sdo elementos prejudiciais a saude humana e ao meio ambiente. Essas
concentracdes sao elevadas e causam preocupagao com a manipulacdo e uso de
objetos fabricados com couro sintético, principalmente os presentes neste estudo
devido ao baixo custo e facilidade de acesso. Estes elementos toxicos podem ser
adicionados aos couros sintéticos nas etapas de producdo e varios podem ser
encontrados em produtos quimicos, corantes, equipamentos, entre outros.

Padrées foram adicionados a todos os couros antes do preparo de
amostra para avaliar a exatidao do procedimento. A recuperagao variou de 75 a 109%
para todos os 17 elementos, como observado na TABELA 7.3.1.2. Além disso, os
valores de RSD variaram de 0,38% (Ni) a 9,3% (Fe), demonstrando a boa precisao
dos resultados obtidos. Este procedimento foi realizado porque um material certificado

para couro comercial ndo estava disponivel.

TABELA 7.3.1.2 - Valores de recuperagdes € RSD (%, n = 3) calculados para os
analitos determinados por ICP OES.

Elemento Recuperagdo RSD (%)

(%)
Al 75 2,4
As 84 2,7
Ba 101 0,76
Ca 109 7,3
Cd 99 0,45
Co 100 1,3
Cr 95 1,8
Cu 101 4,2
Fe 102 9,3
Mg 08 1,3
Mn 101 0,68
Ni 08 0,38
Pb 85 2,6
Sb 97 2,7
Sr 101 1,7
Ti 101 1,3
Zn 99 0,93

7.3.2 - PCA de couros sintéticos com dados do ICP OES

A PCA foi realizada para as trés técnicas avaliadas neste estudo (ICP
OES, LIBS e WDXRF) para verificar as habilidades de cada uma em distinguir ou
agrupar as amostras de acordo com seu perfil quimico. O software usado para calcular

os dados da PCA foi o Pirouette versao 4.5 (Infometrix).
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A PCA foi reduziu a

dimensionalidade dos dados, o que permitiu que amostras semelhantes fossem

utilizada para analise exploratoria e

encontradas em aglomerados proximos e amostras diferentes fossem separadas
umas das outras.'® O grafico de pesos é uma ferramenta importante usada em
associagdo com o grafico de escores que mostra os elementos ou variaveis
responsaveis pelo agrupamento ou separagéo no grafico de scores.’® No caso do
ICP OES, a PCA foi aplicada ao conjunto de dados das concentragbes de 16
elementos (exceto o Ni porque estava abaixo do LOD) em nove couros sintéticos. As
linhas da matriz sdo representadas por nove amostras e as colunas correspondem as
concentragdes dos elementos quimicos (matriz 9:16). Os dados foram autoescalados.

Os resultados da PCA sao apresentados na FIGURA 7.3.2.1. As trés
primeiras componentes explicaram 83% da variancia total. A primeira componente

principal (PC1) representou 40%, a PC2 representou 23% e a PC3, 20%.
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FIGURA 7.3.2.1 - Gréfico de escores (a) e grafico de pesos (b) para PC1 versus PC2,;
e grafico de escores (c) e grafico de pesos (d) para PC2 versus PC3 referentes ao
conjunto de dados obtidos por ICP OES.
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Os gréficos de escores e pesos para PC1 versus PC2 s&do mostrados na
FIGURA 7.3.2.1 a-b e para PC1 versus PC3 na FIGURA 7.3.2.1 c-d. Neste caso, a
PCA foi aplicada para uma analise exploratéria para avaliar as amostras, visualizar
semelhangas no grafico de escores e identificar os analitos responsaveis por possiveis
discriminagdes no grafico de pesos.

O grafico de escores na FIGURA 7.3.2.1 a e ¢ mostra a similaridade
entre os perfis quimicos das amostras 1 e 9, 2 e 3 e entre as amostras 5, 6 e 7. Em
comparagao com as outras amostras, as amostras 4 e 8 exibiram diferentes perfis
quimicos. Embora as amostras de couro sintético sejam muito diferentes umas das
outras, especialmente no interior da amostra (ver FIGURA 7.2.2.1), é observada uma
correlagao entre as amostras pretas (amostra 1: cinto e amostra 9: bolsa), entre dois
cintos marrons (amostras 2 e 3) e entre as trés carteiras (amostras 5, 6 e 7).

Os graficos de pesos nas FIGURA 7.3.2.1 b e d indicam os elementos
responsaveis pelos agrupamentos das amostras de couro sintético no grafico de
escores. A amostra 1 esta associada as concentragdes de Mg e Zn. A amostra 9 esta
associada a Mn e Sr. As amostras 2 e 3 sao separadas essencialmente pelas
concentracdes de Cr, que sédo surpreendentemente altas e ndo encontramos uma
explicagdo adequada para esta observagdo. A amostra 4 (cinto branco) é separada
por Ti, Ba, Al e Fe. As amostras 5, 6 e 7 (carteiras) estdo fortemente associadas as
concentracdes de Co e Cu, e a amostra 8 (capa de celular) esta associada a Sb, As,

Pb, Cd e Ca, confirmando as altas concentracdes dos analitos citados nas amostras.

7.3.3 - Espectros LIBS de couros sintéticos

Espectros representativos das 9 amostras de couro sintético obtidos no
LIBS s&o apresentados na FIGURA 7.3.3.1, e elementos como Ba, O, C, Cr, Ti, Mg,
Ca e Na estao presentes em diferentes intensidades de emissdo. Ambos os lados das
amostras apresentaram perfil de sinal semelhante e nas analises posteriores foram

utilizados apenas os espectros obtidos no lado frontal.
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FIGURA 7.3.3.1 — Espectros LIBS para couros sintéticos (amostras 1-9) com as
principais linhas de emissao identificadas.

Os espectros das amostras 1 a 9 demonstram a variabilidade nos perfis
quimicos dos couros sintéticos estudados, e cada amostra possui uma composigao
elementar particular com diferencas de intensidades de emissdo. Os elementos Ca,
Na e K estdo presentes em todas as amostras avaliadas, enquanto Mg, Cr, Ti e Ba
estdo presentes na maioria das amostras. Os elementos C, H e O aparecem apenas

na amostra 1.

7.3.4 - PCA de couros sintéticos com dados do LIBS

Na analise exploratéria do conjunto de dados do LIBS, a PCA foi
calculada utilizando o perfil espectral total (12.288 linhas de emisséo, de 186 a 1.042
nm) e 0s picos responsaveis pela separagdo das classes do couro sintético foram
identificados e associados aos compostos presentes nas amostras. O pré-
processamento do conjunto de dados foi normalizado pela norma e centrado na
média. A matriz de dados calculada (9 x 12.288) corresponde as nove amostras de
couro sintético nas linhas e as linhas de emisséo nas colunas.

A PCA dos conjuntos de dados do LIBS foi aplicada ao espectro médio
de 100 pulsos de laser de cada um dos nove couros sintéticos. Os espectros das
amostras foram avaliados com o objetivo de obter uma impressao digital global, e os
resultados dos escores e pesos da PCA para PC1 versus PC2 sao mostrados na
FIGURA 7.3.4.1. PC1 e PC2 ambos tém uma variancia total de 72%, sendo 52 % para
PC1 e 20% para PC2.

As amostras foram caracterizadas essencialmente por PC1 e PC2 no

grafico de escores (FIGURA 7.3.4.1 a) e classificadas em trés grupos distintos: um da
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amostra 7, um das amostras 4 e 8 e um terceiro agrupamento com as demais
amostras. Todas as outras amostras (1, 2, 3, 5, 6 e 9) formaram um unico grupo

misturado caracterizado principalmente por valores negativos em PC1 e PC2.
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FIGURA 7.3.4.1 - Grafico de escores para PC1 versus PC2 (a); e grafico de pesos
para PC1 (b) e PC2 (c) referentes ao conjunto de dados obtidos por LIBS.

Na FIGURA 7.3.4.1 a, a PC1 discrimina os espectros do LIBS das
amostras 4 e 8 com escores positivos, enquanto PC2 discrimina os espectros da
amostra 7 com escores positivos e amostras 1, 2, 3, 5, 6 e 9 com escores negativos.

Os graficos de pesos sao mostrados na FIGURA 7.3.4.1 b (pesos para
PC1) e 7.3.4.1 ¢ (pesos para PC2). Os pesos para PC1 mostram que as linhas de
emissao de Ca | e Na | estao positivamente correlacionadas, enquanto as linhas de
emissao de Til, Cr I, Na | e K | estdo negativamente correlacionadas. As amostras 4
e 8 provavelmente tém perfis quimicos similares que correspondem aos valores
positivos para Ca e Na no grafico de pesos (FIGURA 7.3.4.1 b).

A FIGURA 7.3.4.1 ¢ mostra que as linhas de emissdaode Til,Crl,Bale
K | estao positivamente correlacionadas e as linhas paraC |, Mg ll, Call, Cal e Na |
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estdo negativamente correlacionadas nos pesos da PC2. A amostra 7 tem
possivelmente um perfil quimico diferente das outras amostras e juntamente com a
amostra 4 foi caracterizada pelos valores positivos em PC2 que correspondem a Ti |,
Crl,BaleKI As amostras 1, 2, 3, 5, 6 e 9 foram caracterizadas pelos valores
negativos em PC2 que correspondem a Cl, Mg Il, Ca ll, Cal e Na .

Ao comparar a PCA obtida pelo LIBS (FIGURA 7.3.4.1) e a PCA obtida
pelo ICP OES (FIGURA 7.3.2.1), ambos apresentam comportamentos semelhantes
no grafico dos escores. Por exemplo, na FIGURA 7.3.4.1 a, as amostras 1 e 9; 2 e 3;
5 e 6 estdo proximas umas das outras, como mostrado na FIGURA 7.3.2.1; no entanto,
essas amostras estdo mais préximas no grafico. Além disso, a amostra 7 foi a unica
que apresentou diferenca devido ao fato de nao estar proxima das amostras 5 e 6,
como mostra a FIGURA 7.3.2.1.

Apesar de haver uma tendéncia de comportamento semelhante nos
agrupamentos e nas distingdbes das amostras quando comparamos a PCA para os
dados do LIBS e do ICP OES, a FIGURA 7.3.4.1 mostra que os agrupamentos estao
muito misturados, com isso percebe-se que os espectros do LIBS ndo conseguiram
correlacionar, identificar ou agrupar as amostras de forma tao clara quanto o ICP OES.
Isso € um indicativo de que por exemplo, seria dificil realizar futuras analises

quantitativas com o LIBS da forma como os espectros foram obtidos.

7.3.5 - Espectros WDXRF de couros sintéticos

A FIGURA 7.3.5.1 mostra os espectros WDXRF das amostras de couro
sintético. Os picos correspondentes a Pb, Zn, Fe, Cr, Ca, S, Si, Al, Ti, Cu, Na e Mg

estao presentes nos espectros dessas amostras.
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FIGURA 7.3.5.1 - Espectros WDXRF para os couros sintéticos (amostras 1-9).
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A composicao elementar das amostras varia de uma para a outra, e 0s
espectros mostram que apenas a amostra 7 apresenta Cu, e apenas a amostra 9
apresenta Na. Além disso, algumas amostras apresentam Mg, Cr, Zn e Pb, mas todas

apresentam Al, S, Si, Ca e Fe.

7.3.6 - PCA de couros sintéticos com dados do WDXRF

Os espectros das amostras de couro sintético obtidas pelo WDXRF
também foram investigados, e a PCA do conjunto de dados foi calculada. A matriz de
dados (9 x 459) corresponde a 9 amostras de couro sintético (linhas) e 459
comprimentos de onda (colunas). O conjunto de dados foi centrado na média antes
do calculo. A composi¢ao elementar das amostras relacionadas com os espectros de
fluorescéncia do XRF foi utilizada para obter uma impressao digital dos couros
sintéticos.

A FIGURA 7.3.6.1 a mostra os graficos de escores para PC1 versus
PC2 obtidos para os espectros e ambas explicam a variancia total de 88%. As
amostras foram separadas em trés grupos e as correlagdes entre as amostras 2 e 3,

entre 5, 6 e 7 e entre as amostras 1, 4, 8 e 9 foram observadas.
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FIGURA 7.3.6.1 - Grafico de escores para PC1 versus PC2 (a); e grafico de pesos
para PC1 (b) e PC2 (c) referentes ao conjunto de dados obtidos por WDXRF.

A PC1 discrimina o espectro WDXRF das amostras 5-7 com escores
positivos e das amostras 1-4, 8 e 9 com escores negativos. Este resultado indica que
as amostras 5, 6 e 7 sdo semelhantes e diferem da composi¢cao quimica das demais
amostras.

As FIGURAS 7.3.6.1 b e c, mostram o grafico de pesos para as duas
primeiras PCs. O grafico de pesos para PC1 (FIGURA 7.3.6.1 b) mostra que Al, Cre
S estdo positivamente correlacionados e Ca, Fe, Pb, Ti e Si estdo negativamente
correlacionados, sugerindo que as concentragdes de Al, Cr e S sdo maiores nas
amostras 5,6 e 7.

O grafico de pesos para PC2 na FIGURA 7.3.6.1 ¢ mostra que Ca, Cr,
Fe, Pb, S e Si estédo positivamente correlacionados e Mg, Ti e Zn estdo negativamente
correlacionados, o que indica que as amostras 2 e 3 tém maiores concentracdes de
Ca, Cr, Fe, Pb, S e Si.

As amostras 1, 4, 8 e 9 estdo negativamente correlacionadas no grafico

de escores da PC1 e PC2 e estdo associadas com Mg, Ti e Zn (valores negativos nos
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pesos da PC2) e associados com Ca, Cr, Fe, Pb, S e Si com valores negativos nos
pesos da PC1 (FIGURA 7.3.6.1 b e c)

Ao comparar a PCA obtida pelo WDXRF (FIGURA 7.3.6.1) e a PCA
obtida pelo ICP OES (FIGURA 7.3.2.1), ambos apresentam comportamento
semelhante no grafico de escores. Por exemplo, na FIGURA 7.3.6.1 a, as amostras 2
e 3, as amostras 5, 6 e 7 e as amostras 1 e 9 estdo préximas umas das outras, como
mostrado na FIGURA 7.3.2.1; no entanto, as diferengas sdo que as amostras 4 e 8
sdo semelhantes as amostras 1 e 9 na PCA obtida pelo WDXRF. Este comportamento
€ diferente daquele da PCA obtida pelo ICP OES, no qual as amostras 4 e 8 diferem
de todas as outras.

Na PCA obtida para o WDXRF o perfil dos agrupamentos das amostras
€ muito mais parecido com a PCA do ICP do que a PCA do LIBS com a PCA do ICP.
Isso pode ter ocorrido porque no caso do LIBS, os espectros foram obtidos somente
na superficie da amostra, enquanto no caso do WDXRF, os raios X tem a capacidade
de penetrar na amostra. Ja no caso do ICP as amostras foram totalmente digeridas.

A fim de comparar quais elementos foram detectados para cada uma
das trés técnicas avaliadas neste estudo, a TABELA 7.3.6.1 foi construida com as
linhas de emissao selecionadas para cada analito para as determinacdes no ICP OES,
além das linhas de emisséo usadas para identificar os elementos nos espectros do
LIBS e do WDXRF. A TABELA 7.3.6.1 mostra que os elementos em menores
concentragdes nas amostras como As, Cd, Co, Mn, Ni e Sr foram detectados apenas
pelo ICP OES devido a elevada sensibilidade da técnica (a unica excegéo foi o Ni).
Espécies moleculares como H e O foram detectadas apenas por LIBS, enquanto S e
Si foram detectadas apenas por WDXRF. Outros elementos foram determinados por
pelo menos duas técnicas como Al, Ba, Cu, Fe, Na, Pb e Zn. Os trés elementos com
maiores concentragdes nas amostras (Ca, Cr, Mg) e Ti foram detectados pelas trés

técnicas.
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TABELA 7.3.6.1 - Linhas de emissao selecionadas para determinacdes por ICP OES,
linhas de emissdo usadas para identificar elementos por LIBS e comprimentos de
onda observados por WDXRF referentes aos dados obtidos para as nove amostras

de couro sintético analisadas.

Elementos

Linhas de emisséo (nm)

Linhas de

Comprimentos de

ICP OES emissdo (nm) onda WDXRF (A)
LIBS
Al (1) 308,2152 Nao detectado 8,27
As (1) 193,759¢ Nao detectado Nao detectado
Ba (1) 233,527¢ (1) 493,41, (1) N&o detectado
553,55
C N&o determinado (1) 247,86 N&o detectado
Ca (11) 317,933° (1) 422,7, () 3,37
616,22
Cd (1) 226,502 Nao detectado Nao detectado
Co (I1) 228,615¢ N&o detectado N&o detectado
Cr (1) 267,716° () 464,62, (1) 2,29
520,84
Cu (1) 327,3962 N&o detectado 1,54
Fe (I1) 238,204° Nao detectado 1,91
H Nao determinado (I) 656,28 Nao detectado
K N&o determinado (1) 766,4, (1) N&o detectado
769,89
Mg (1) 279,559¢ (1) 279,55, (1) 9,43
285,21
Mn (1) 260,569¢ Nao detectado N&o detectado
Na Nao determinado (1) 588,99, (I) 11,8
589,59
Ni (1) 231,6042 (all results Nao detectado Nao detectado
were <LOD, see Table II)
@) Nao determinado () 777,42 Nao detectado
Pb (1) 220,353 Nao detectado 1,17
S Nao determinado N&o detectado 5,27
Sb (1) 206,8332 Nao detectado N&o detectado
Si Nao determinado N&o detectado 7,09
Sr (1) 228,200¢ Nao detectado N&o detectado
Ti (1) 336,121¢ (1) 499,95 2,74
Zn (1) 202,548 N&o detectado 1,39

| linha atdmica, Il linha iénica, visdes axial e radial?, somente visdo axial®, somente
visdo radial®

Os resultados desse estudo mostram que o ICP OES fornece mais
informagdes, principalmente quantitativas e para elementos em baixa concentragéo,
em relagao aos resultados obtidos com LIBS e WDXRF, no entanto, este € o primeiro
estudo que avalia o uso das técnicas LIBS e WDXRF em amostras de couro sintético.
O uso destas técnicas é particularmente importante porque dispensa o laborioso
preparo da amostra. Ao comparar com o ICP OES, ambas as técnicas permitiram
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reduzir os riscos para o analista, pois solventes toxicos e acidos concentrados nao
foram empregados. O unico material utilizado na analise por LIBS foram as fitas dupla
face utilizadas para fixar os couros sintéticos na camara de ablagao, ndo houve perdas
de analitos por volatilizagao, foram necessarias pequenas quantidades de amostras
nas analises que foram muito rapidas e néo foi necessario usar gases nos dois
instrumentos, além de nao gerar residuos. Essas vantagens atraentes chamaram a
atencao para uma avaliagao quimica inicial de couros sintéticos tanto por LIBS quanto
por WDXRF, embora de forma qualitativa, mas sempre tendo a ICP OES como

referéncia, se os resultados quantitativos forem o objetivo.

7.4 - Conclusoes

Nove objetos produzidos com diferentes materiais de couro sintético,
incluindo cintos, carteiras, capa de celular e uma bolsa, foram analisados
quantitativamente por ICP OES e qualitativamente por LIBS e WDXRF. As amostras
foram avaliadas e classificadas de acordo com sua composi¢cao elementar analisada
pelas trés técnicas combinadas com PCA.

As determinagdes por ICP OES foram realizadas ap6s a mineralizagao
das amostras com uma mistura de HNO3 e H202, e as concentragdes de 17 elementos
foram diferentes em cada amostra, mas a aplicagcao da PCA revelou quais elementos
estdo correlacionados com cada amostra. Um destaque deve ser dado as
concentragdes de Pb determinadas que ficaram acima do limite maximo estabelecido
pelas legislagdes (90 mg kg™') nas amostras 1, 2, 3,4 e 8.

Os elementos Ca, Cr, Mg, Ba, Pb, Al, Fe e Zn foram encontrados em
elevadas concentragbes nas 9 amostras de couros sintéticos, contudo as
concentragbes Ca, Cr e Mg foram extremamente altas. Além disso, elementos
potencialmente téxicos como As, Cr e Pb foram determinados em elevadas
concentragbes nos couros sintéticos, e isso € um alerta considerando que s&o
elementos que podem causar problemas para a saude e meio ambiente e essas
amostras utilizadas no trabalho sao de baixo custo e, portanto, de facil acesso. Os
elementos Al, Cd, Fe, Pb e Sb foram determinados em todas as amostras e somente
o Ni ficou abaixo do LOD em todas amostras.

Uma analise direta também foi realizada usando LIBS e WDXRF e os
espectros LIBS identificaram C, Mg, Ca, Na, H, K, O, Cr, Ba e Ti, enquanto os

espectros WDXRF identificaram Pb, Zn, Fe, Cr, Ca, S, Si, Al, Mg, Cu e Na. Os
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espectros dos couros sintéticos obtidos por ambas as técnicas foram processados e
avaliados com PCA. Os resultados mostraram semelhancas e diferencas entre as
amostras de couro sintético com base nos elementos contidos nos espectros
avaliados. Quando comparamos a PCA obtida pelo ICP OES e a PCA obtida pelo
LIBS e WDXRF, essas PCAs mostraram que o WDXRF apresenta potencial para
futuras analises quantitativas.

A principal vantagem do LIBS e do WDXRF sobre o ICP OES é a
auséncia de preparo de amostra, ndo ha consumo de solventes toxicos ou acidos, nao
ha geracao de residuos, os riscos de contaminagao e perdas de analito s&o menores,
reduzindo o tempo e os custos de analise. A associagao de LIBS / WDXRF com PCA
mostrou-se util, rapida e simples para avaliar o perfil quimico de amostras de couro
sintético. Usando LIBS, um elemento téoxico como o Cr foi detectado e WDXRF foi
capaz de detectar Cr e Pb.

Além disso, cada uma das nove amostras avaliadas neste estudo
apresentou composicao quimica diferente, como tipo e concentragéo do analito. Essas

percepcgdes foram visualizadas pela andlise quantitativa e qualitativa dos couros.
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8 - Conclusoes finais

Nessa tese de doutorado foram propostos o desenvolvimento de
métodos analiticos para a analise direta de couros usando as técnicas LIBS e WDXRF.
No primeiro estudo a proposicdo de modelos de classificagcao para avaliacido direta da
qualidade de couros utilizando LIBS, mostrou a viabilidade de combinar espectros de
emissao obtidos pelo LIBS com modelos de classificagdo. As principais vantagens a
serem destacadas sdo: 1) Nao ha necessidade de cortar o couro antes das analises
se um LIBS portatil for utilizado, ou se um LIBS de bancada como o que utilizamos for
empregado, um pequeno pedaco de couro ja é suficiente para a obtengdo dos
espectros; 2) Uma pequena quantidade de amostra € utilizada na analise e ndo ha
necessidade de retirar amostras em duas diregcdes (longitudinal ou transversal), pois
os modelos de classificagao foram eficientes nas predicdes independentemente da
dire¢ao de retirada da amostra, utilizando um unico modelo; 3) As analises sdo rapidas
e 0s espectros foram obtidos em segundos, o que possibilita uma elevada frequéncia
analitica (15 amostras por hora); 4) A determinacao da qualidade do couro é realizada
em uma unica etapa, basta obter os espectros seguido do calculo do modelo de
classificagdo; 5) Um unico equipamento € utilizado, o LIBS; 6) Nao ha geracéo de
residuos de couro; 7) Ha a possibilidade de utilizar um LIBS portatil no proprio curtume
para obtencao dos espectros. 8) Os trés modelos, KNN, SIMCA e PLS-DA foram
eficientes na predicdo dos parametros fisicos de qualidade de couros. Um manuscrito
referente a este trabalho foi publicado na revista RSC Advances intitulado “Proposition
of classification models for the direct evaluation of the quality of cattle and sheep
leathers using laser-induced breakdown spectroscopy (LIBS) analysis” e esta no
anexo .

O segundo estudo realizado foi o estabelecimento de um procedimento
de preparo de amostra para couros e foram determinados varios analitos por ICP OES
e pode-se destacar que 1) o procedimento de preparo de amostra desenvolvido
apresentou bons resultados de recuperagao; 2) os quatro analitos encontrados em
maior concentragdo nas amostras foram Al, Cr, Ca e Mg; 3) Os elementos Fe e Sb
foram encontrados em todas as amostras; 4) Elementos potencialmente toxicos como
As, Cr e Pb foram encontrados em elevadas concentragdes nas amostras; 5) O unico
elemento que ficou abaixo do LOD em todas as amostras foi o Cd; 6) As

concentragbes dos elementos variaram de acordo com o tipo de couro (bovino ou
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ovino) e tipo de curtimento (Cr ou tanino vegetal); 7) As concentragdes de Cr e Pb
estavam dentro dos limites estabelecidos pelas legislagdes.

Um terceiro estudo tratou da avaliagdo do uso do WDXRF para a analise
quantitativa de amostras solidas de couro com o objetivo de desenvolver modelos de
calibracdo para a determinacao de Cr de forma direta nas amostras de couro e foram
utilizados como valores de referéncia aqueles obtidos pelo ICP OES. Podemos
destacar que o modelo foi capaz de prever as concentragcbes de Cr com boas
capacidades de predigdo para todas as 50 amostras de couro curtidas com Cr
avaliadas, dispensando a etapa de preparo de amostra, de forma rapida, sem utilizar
reagentes e sem geragao de residuos. Um manuscrito referente aos resultados deste
trabalho foi publicado na revista Environmental Monitoring and Assessment, intitulado
“Determination of toxic metals in leather by wavelength dispersive X-ray fluorescence
(WDXRF) and inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP OES)
with emphasis on chromium” e esta no anexo II.

Um quarto estudo foi a avaliagdo da composicdo quimica de couros
sintéticos por ICP OES (quantitativo), LIBS e WDXRF (qualitativos). Cabe destacar
que concentragdes extremamente altas de Ca, Cr e Mg foram d encontradas, além de
elementos potencialmente toxicos como As, Cr e Pb, fato preocupante considerando
que as amostras utilizadas no trabalho sdo de baixo custo e, portanto, de facil acesso
para a populacdo. Um manuscrito referente aos resultados deste trabalho foi
publicado na revista Applied Spectroscopy intitulado “Evaluation of the chemical
composition of synthetic leather using spectroscopy techniques” e esta no anexo lll.

A simplicidade dos procedimentos propostos dispensando a etapa de
preparo das amostras, eliminando o uso de reagentes quimicos e geragao de residuos
e minimizando os riscos de contaminagdo torna esses procedimentos excelentes
alternativas para a analise de amostras de couro. Além disso, o uso do planejamento
fatorial para a otimizagao das condi¢des instrumentais do LIBS foi fundamental para

o0 bom desempenho dos experimentos.
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This study proposes classification models for the prediction of the quality parameters of cattle and sheep
leathers. In total, 375 leather samples were directly analyzed by laser-induced breakdown spectroscopy
(LIBS). Exploratory analysis using principal component analysis (PCA) and classification models employing
K-nearest neighbor (KNN), soft independent modeling of class analogy (SIMCA), and partial least squares
— discriminant analysis (PLS-DA) were the chemometric tools used in the multivariate analysis. The goal
was to classify the leather samples according to their quality. The calculated models have satisfactory
results with correct prediction percentages ranging from 75.2 (for SIMCA) to 80.5 (for PLS-DA) for the
calibration dataset and from 71.6 (for SIMCA) to 80.9 (for KNN) for the validation samples. The proposed
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Introduction

Leather is an important commodity that generates economic
gain for several countries.' The conversion of animal skins into
leather by tanning processes creates value in these products,
which can be used in different segments, for example, leather
clothes, bags, shoes, artifacts, furniture and car seats.”

In the leather industry, several steps are necessary to convert
the raw material into finished leather, such as pre-tanning,
tanning, post tanning and finishing operations.® The tanning
of most skins is performed with chromium sulfate, but other
metal sulfates, and vegetable tannins, can be also used. In these
processes, toxic elements that can be incorporated into the
leather are added.*

The quality evaluation of leathers is fundamental to
ensuring their properties. Several physical mechanical tests are
performed according to the official methods.>® However, these
tests are laborious, time consuming and destructive; thus, its
application is compromised in cases where there is less sample
or when the sample cannot be destroyed.” Therefore, alternative
methods to these traditional tests are needed. These methods
need to present also adequate accuracy and precision and high
analytical frequency.

‘Grupo de Andlise Instrumental Aplicada (GAIA), Departamento de Quimica,
Universidade Federal de Sdo Carlos, Sdo Carlos, Sdo Paulo State, 13565-905,
Brazil. E-mail: erpf@ufscar.br; Fax: +55 16 3351-8350; Tel: +55 16 3351-8092
*Embrapa Pecudria Sudeste, Sao Carlos, Sao Paulo State, 13560-970, Brazil

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016

method can be used for preliminary leather quality inspection without chemical residues generation.

Leather analysis has been performed using inductively
coupled plasma optical emission spectrometry (ICP OES),**°
instrumental neutron activation analysis (INAA)," and thermal
analysis (TA) techniques.”” In addition, direct analysis tech-
niques, such as near-infrared (NIR) spectroscopy,”** Fourier
transform infrared (FTIR) spectroscopy,”® and laser-induced
breakdown spectroscopy (LIBS),'* have been used. However,
the use of chemometric tools in leather analysis has still been
little explored. An example is the use of NIR to determine the
date of production of 130 samples of old leather articles. In this
study, the authors employed principal component analysis
(PCA) and partial least squares (PLS) for multivariate data
evaluation. As a result, it was possible to identify the year of
origin of these artifacts.” In a second study,'® NIR and FTIR were
used to characterize 63 leather samples. The aim of the
mentioned study was to identify the finishing treatment (resin,
wax, or oil) of the samples using PCA, K-nearest neighbor (KNN)
and canonical variate analyses (CVA) as the classification tech-
niques. In a third study,” 12 sheep skin samples were analyzed
by NIR spectroscopy (NIRS) from direct determination of the fat
in leather, and a Soxhlet was used to obtain reference values.
Calibration models employing PLS were prepared using the
obtained spectra and the samples were evaluated before and
a er degreasing.

+ Electronic  supplementary information (ESI) available. See DOI:

10.1039/c6ra22337k
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The emission spectra obtained by LIBS generate large
amount of data, and the association with chemometric tools is
mandatory in several cases. This combination has been widely
used for classification or discrimination of different types of
samples, such as toys (PCA, KNN, Soft Independent Modeling of
Class Analogy, SIMCA and PLS for discriminant analysis, PLS-
DA),'® soils (SIMCA and linear discriminant analysis, LDA),"’
pharmaceutical tablets (SIMCA and PCA),'® wheat grains (PLS-
DA),"” inks and pigments (PCA, SIMCA and PLS-DA),*® bioma-
terials and chemical warfare simulants (PCA and SIMCA),**
plants (PCA and SIMCA),”* soils and rocks (SIMCA and PCA),>
polymeric fractions of scrap from mobile phones (KNN, SIMCA
and PLS-DA),*** powdered uranium concentrate (PCA and
SIMCA).2¢

This study presents a combination of LIBS emission spectra
with classification models. Reference values obtained via
physical mechanical testing of leather were used to calculate the
classification models. These models were established using 3
different chemometric techniques: (1) in the KNN model, the
Euclidean distance among samples is used to classify nearest
neighbors;”” (2) in SIMCA, a PCA is calculated for each class;”’
and in (3) PLS-DA, the model must define the dependent vari-
ables, and a model is calculated using PLS-factors.*”*®

Thus, the goal of this study is to evaluate the use of LIBS
spectra combined with classification models, KNN, SIMCA and
PLS-DA as an alternative to physical and mechanical tests for
evaluation the quality of leather.

Experimental
Samples and physical mechanical tests

In the experiments, 375 leather samples were used with 60 from
sheep and 315 from cattle. These samples were tanned with
chromium (semi-finished and finished leather) and obtained

Table 1 Descriptions of the leather samples used in this study

Remarks Sheep leather Cattle leather

Intended Shoes Shoes and car seats
application

Color Brown (60 samples) Hazel (17), dark hazel (57),

light hazel (112), green (112)
and black (17 samples)
Semi-finished and

finished leather

2010 and 2011

CANE, CASN, CATA,

HNE, HSN, and HTA

Manufacture stage Finished leather

2006
DOR, SIN and SUF

Year of slaughter
Genetic groups”

Age of the animals 104-201 342-725
(days)
Weight of the 28.7-41.7 292-579

animals (kg)

“ DOR: Dorper; SIN: Santa Inés; SUF: Suffolk; CANE: father Canchin and
mother Nelore; CASN: father Canchin and mother 1/2Senepol + 1/
2Nelore; CATA: father Canchin and mother 1/2Angus + 1/2Nelore;
HNE: father Hereford and mother Nelore; HSN: father Hereford and
mother 1/2Senepol + 1/2Nelore; HTA: father Hereford and mother 1/
2Angus + 1/2Nelore.
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from animals bred at Embrapa Pecuaria Sudeste. These animals
presented different characteristics, such as genetic group, sex,
weight, and age. The experiment was approved by the Animal
Research Ethics Committee of Embrapa Pecuaria Sudeste
(CEUA/CPPSE, Protocol No. 04/2011). This committee follows
the law number 11794 (October, 08, 2008) that regulates the
incise VII of first paragraph of article 225 from the Brazilian
Federal Constitution. This law establishes procedures for
experiments with live subjects (http://www.mct.gov.br/
upd_blob/0238/238343.pdf). Other characteristics including
the place and year of slaughter were also observed in the data
evaluation. A complete description (the intended application
purpose, color, process step, etc.) of the analyzed samples can
be seen in Table 1.

To perform LIBS analysis, each animal leather sample was
cut into a rectangle (3.00 cm x 4.00 cm) using a hydraulic press
(Metalurgica Aco real, P-23) with cutting knives.

To obtain reference values for the classification models, all
samples were submitted to 18 physical and mechanical tests.
These tests were divided in two directions: 9 longitudinal (L)
and 9 transversal (T). Samples from L and T directions were
obtained parallel to the cranial-caudal axis of the animal,
according to ABNT NBR ISO 2418:2015.° The tests comprise
samples intended to be used in car seats or shoes.

After slaughtering, the skins were subjected to the tanning
process and tanned with chromium(m) sulfate. After tanning,
six leather test specimens of each skin were collected with
razors in a hydraulic press with 3 in the L and 3 in the T
directions (ABNT NBR ISO 2418:2015).® Before performing the
tests, the leather test specimens were conditioned for 48 hours
at 23 £ 2 °C and relative humidity of 50 = 5% (ABNT NBR
10455:2014).>° Then, the thicknesses of the leather test speci-
mens were measured (ABNT NBR ISO 2589:2014).* Finally, the
physical and mechanical tests were performed using a dyna-
mometer (Magqtest), and four different tests were performed:
determination of the tensile strength (ABNT NBR ISO
3376:2014);*" percentage extension or elongation of leather
(ABNT NBR ISO 3376:2014);*" determination of tear strength,
tongue tear of leather (ABNT NBR ISO 3377-1:2014);** and tear
strength of leather, double hole (ABNT NBR ISO 3377-2:2014).%
The equipment measures the strength (N) required to break or
tear the leather, and using this value and the thickness or area,
the resistance is calculated in N mm~' or N mm™? according to
the standards mentioned above. The resistance values were
calculated by dividing the strength (N) for tear strength by the
thickness (mm) and the tensile strength was calculated by
dividing the strength (N) by the area (mm?).

LIBS: parameters optimization and analysis

In this study, a J200 LIBS instrument was used (Applied Spectra,
Fremont, CA, USA) with Axiom 2.5 software. This instrument is
equipped with a Nd:YAG laser emitting at a fundamental
wavelength of 1064 nm delivering a maximum of 100 mJ energy
in a single laser pulse at a frequency of 10 Hz. A 6-channel CCD
spectrometer is used to record the spectral information from
186 to 1042 nm: channel 1: 186 to 309 nm; channel 2: 309 to

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016
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460 nm; channel 3: 460 to 588 nm; channel 4: 588 to 692 nm;
channel 5: 692 to 884 nm; channel 6: 884 to 1042 nm; spectral
resolution <0.1 nm from UV to Vis and <0.12 nm from Vis to NIR
and the spectra are composed of 12 288 variables. In the
experimental setup, three instrumental parameters can be
varied: laser energy from 0 to 100 m]J, delay time from 0 to 2 ps
and spot size from 50 to 250 pm. These three parameters were
evaluated initially using a full factorial design and later
a Doehlert design to establish a commitment condition for all
emission lines evaluated.*

The full factorial design is used in the first stage of optimi-
zation to identify the influence or effect of each variable on the
desired response.*® After the identification of the most impor-
tant variables, a refinement of the data can be done by adding
more levels of the factorial design, using other planning as the
design Doehlert. Using this type of design, the variables can be
tested in different levels and the most important one can be
studied with more details.*

The samples were analyzed directly in the ablation chamber
without any preliminary treatment. Before the experiments,
a cleaning process using several laser pulses was performed.
After that, a total of 100 spectra were collected for each sample
in raster mode.

In the beginning, the 3 experimental parameters
mentioned before were evaluated at two levels using a full
factorial design (2° = 8 experiments): laser energy (50 and 80
m]), delay time (0.5 and 1.0 ps) and spot size (50 and 100 pm).
These analyses were performed on the front and back of 15
previously selected representative samples (sheep and cattle
leathers). The evaluated responses were the signal-to-
background ratio (SBR) for the 5 most intense emission lines
for Cr (283.5, 357.8, 359.3, 425.4 and 427.4 nm). Seven effects
(3 main effects, 3 secondary effects and 1 tertiary effect) were
calculated for each emission line, and their average was

Table 2 Doehlert design performed for optimization of the laser
energy, delay time and spot size conditions and the global desirability
calculated for each experiment at 359.0 nm

Global
desirability (D,)

Laser Delay time  Spot size
energy (m]) (us) (um)

Experiment Coded Real Coded Real Coded Real 359 nm

1 0 50 0 1.0 0 75 0.26
2 0 50 0 1.0 0 75 0.33
3 0 50 0 1.0 0 75 0.17
4 1 90 0 1.0 0 75 0.74
5 0.5 70 0.866 1.9 0 75 1.00
6 0.5 70 0.289 1.3 0.817 100 0.71
7 -1 10 0 1.0 0 75 0.00
8 —-0.5 30 —0.866 0.1 0 75 0.19
9 -0.5 30 —-0.289 0.7 —-0.817 50 0.81
10 0.5 70 —0.866 0.1 0 75 0.56
11 0.5 70 —-0.289 0.7 —-0.817 50 0.74
12 -0.5 30 0.866 1.9 0 75 0.42
13 0 50 0.577 1.6 —0.817 50 0.77
14 -0.5 30 0.289 1.3 0.817 100 0.10
15 0 50 —0.577 0.4 0.817 100 0.33

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016
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used to rank the influence of the variables in the spectral
condition.

After the identification of the order of the most important
variables, a Doehlert design was also performed. In this
experiment, the variables can be studied at different levels.
Table 2 shows the 15 experiments performed for the two
samples chosen for optimization, ie., one cattle leather
sample and one sheep leather sample. In this new design, the
SBRs and analytical signal intensities were considered for the
5 most intense emission lines for Cr. These data were con-
verted into desirability, and the lower and higher values were
coded as 0 and 1, respectively. The 3 first experiments
described in Table 2 represent the central point, and they were
performed to calculate the sum of the square of the pure error
(SSPE). In these 3 experiments, the variables are coded as 0,
and the laser energy, delay time and spot size are 50 mJ, 1.0 pus
and 75 pum, respectively. All experiments were performed in
aleatory order.

In the optimization, 15 models were calculated (5 for cattle, 5
for sheep and 5 for both) using the 5 most intense Cr emission
lines. The parameters of the models were evaluated using an
ANOVA (analysis of variance) table. Surface plots were obtained
for the calculated models allowing identification of the most
adequate conditions for all samples simultaneously.

Data analysis and classification models

The raw data were normalized by the individual area,*® averaged
over 100 pulses and mean centered. The dataset was organized
using Microsoft Excel, and a routine was developed for data
normalization using Matlab 2009 (The Math Works, Natick,
USA). Aurora software (Applied Spectra) was employed for
emission lines identification, and Pirouette 4.5 (Infometrix,
Bothell, USA) was used for the data classification models
calculation.

The dataset consisted of a matrix with 375 rows x 12 288
columns, in which the rows represented the leather samples
and the columns represented the emission lines (from 186 to
1042 nm). An initial exploratory analysis using PCA was per-
formed to evaluate whether LIBS could differentiate several
sample characteristics: colors, type of animal, finished or semi-
finished leather, among others. Later, three classification
models were proposed for predicting the quality of the leathers:
KNN,*” SIMCA?* and PLS-DA.*® Classification and validation
datasets were separated using the Kennard-Stone algorithm.*
The classification set was composed of 80% of the samples, and
the validation set was composed of 20% (see details in Table S1,
in the ESIf). These classification models combine emission
signals that reflect the quality of leather analyzed.

Results and discussion
Optimization of LIBS experimental conditions

Initially, three experimental parameters for the LIBS tech-
nique were evaluated by full factorial design. Fig. S1 (in the
ESIT) shows a probability plot of the seven effects calculated.
Using this plot, the most important effects were ranked: delay
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Fig.1 Surface plots obtained for D4 from responses obtained at 359 nm: delay time versus laser energy (a), laser energy versus spot size (b) and
delay time versus spot size (c).

time (2), laser energy (1), the interactions between laser energy
and delay time (12) and the laser energy and spot size (13).
High laser energy and low delay time produces positive

effects. The spot size (3) did not have a significant influence,

but there are interactions between this variable and the
others.
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Given these results, a refinement of the data was performed
by varying the most important variables with more levels using
a Doehlert design (see Table 2). Laser energy was varied across 5
levels (10, 50, 65, 80 and 90 mJ), delay time (the most important
variable) across 7 (0, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5 and 2.0 ps) and spot
size (the least important) across 3 (50, 75 and 100 pum); the
monitored responses were converted to desirability. In this
case, the lowest and the highest SBR and intensity were con-
verted to 0 and 1, respectively. In the beginning, calculating
a global model was attempted by combining the 5 emission
lines monitored in both types of leathers (cattle and sheep), but
it was not possible to obtain a valid model. Then, individual
models were calculated for each emission line in each type of
leather, and only the emission line at 359.0 in cattle leather
presented a regression model without a lack of fit.

Table 2 also shows the global desirability (Dg) calculated at
359.0 nm for each experiment. The generated model (only the
valid coefficients) is represented by eqn (1):

D,(359 nm, cattle) =
0.31+0.37LE +0.16 DT — 0.24SS + 0.29 DT?
+0.11 +0.13 +0.13 +0.13 +0.22

+0.32SS* +0.41 LE x SS (1)
0.31

+0.21 =+

where LE, DT and SS are the laser energy, delay time and spot
size, respectively.

The significance of this model was evaluated using an
ANOVA, and the statistical parameters are presented in Table S2
(in the ESIY).

In this model, it is possible to see that there is a strong
synergism (this is the highest coefficient in eqn (1)) between the
laser energy (LE) and the spot size (SS). The calculated model
did not show lack of fit because when the mean of the squares of
the lack of fit and the pure error are statistically the same, the
calculated F value (2.26) is lower than the tabulated one (19.3)
with a 95% confidence level (see Table S2, in the ESIf). The
correlation coefficient (R*) was 0.927.

The surface responses obtained from this model are pre-
sented in Fig. 1. The laser energy (x-axis), delay time (y-axis), and
D, (z-axis) are shown in Fig. 1a. The best working conditions are
obtained with a laser energy of 90 mJ and a delay time of 1.9 ps
(the predicted D, is approximately 1). Fig. 1b and ¢ shows the
other combinations of the variables (laser energy and spot size
and delay time and spot size). Analyzing these figures, it is
possible to see that high D, is observed when the spot size is 100
or 50 pm.

Thus, a new experiment was performed by keeping the
variables already optimized at 90 mJ and 1.9 ps and varying only
the spot size to 50 or 100 um. The spot size of 50 pm showed the
best desirability results. Thus, to validate the model, the opti-
mized conditions were also tested for the other 4 Cr emission
lines in both types of leather. This condition was compared with
the most intense signal previously obtained in the Doehlert
design before optimization. In all cases, the signal intensity
significantly improved after optimization (see Fig. 2).

In addition, after laser pulse and visual inspection none
unusual damage was noted in the samples (see Fig. S2 at ESIt).

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016
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Fig. 3 Typical emission spectra obtained for a leather sample.

It is also important to mention that it is hard to perform
a fair comparison among the published paper because
different instrumental setups are described. In a paper pub-
lished in 2011," for example, the energy was 25 m], but the
laser wavelength was 532 nm. Yet in 2011 Nasr et al.** pub-
lished a paper dedicated to the analysis of leather and the laser
energy and wavelength were 100 mJ and 1064 nm, respectively.
The main advantage of the present study is the fact that now
exactly the same experimental conditions can be reproduced
worldwide, because a commercial system is used. The calcu-
lated irradiance for the operational conditions used was
765 GW cm .

Analysis of the leathers

Fig. 3 presents a general description of a representative LIBS
spectra obtained from a leather sample (sheep). This spectrum
is an average of 100 spectra. The identified and most intense
signals are highlighted and numbered from 1 to 29, and their
corresponding emission lines are listed in Table 3. The majority
of the emission lines identified are from Cr as expected due to

Paper

the leather tanning process with chromium(ui) sulphate. The
most intense emission lines were observed for Cr and Na at
520.8 (peak 17) nm and 588.9 (peak 21), respectively. These two
chemical species, as well as others found in the leather samples,
are from several chemical reagents added in the tanning
processes.* ™

In order to evaluate the spectrum reproducibility, several
calculations using 100 spectra obtained in raster mode (a line) in
a sample were performed. After that, signal height for the
following emission lines were calculated (5Cr emission lines):
267.7, 357.8, 359.3, 425.4 and 427.4 nm. Then, 10 ratios were
evaluated (267/357, 267/359, 357/359, 425/427, 267/425, 267/427,
359/425, 357/427, 359/427 and 357/425). Fig. S3 (at ESI{) shows
box plot graphics for the 10 calculated ratios. As can observe the
values are constant and follow a normal distribution.

Exploratory analysis using PCA

PCA is a tool that allows to project high dimensional data set in
a small number of variables (named principal component, PC),
allowing to observe differences and verify relations among
variables.”” Two new matrices are generated in a PCA, a loading
matrix that represents the weight of the original variables and
a score matrix with the projections of the samples.?®

A PCA analysis was calculated using the obtained data matrix
(375 samples and 12 288 variables) with the normalized and
mean-centered dataset. Several categories were analyzed, but
differences were only observed when the leather color was
considered. The scores and loadings for first three principal
components were evaluated, and Fig. 4a presents the scores
values plot for PC1 for different samples, with 74% of the
explained variance, while Fig. 4b presents the loadings plot for
PC1 at different wavelengths. The main distinction of the
samples as the color is due to the C, Cr and Na with positive
values for PC1 and Ca with negative. The other PCs are pre-
sented in the ESI, and Fig. S4 and S61 show scores plots for PC2
and PC3, while Fig. S5 and S7 (all in ESIT) show their respective
loadings, presenting emission lines that can be associated with
the pigments used in the samples.**

Table 3 Emission lines (I atomic and Il ionic) identified in the analyzed leathers

Identification Elements Wavelength (nm) Identification Elements Wavelength (nm)
1 CI 247.8 16 Crl 520.6
2 CrlI 267.7 17 Crl 520.8
3 MglI 279.8 18 Crl 529.8
4 Mgl1 280.1 19 Crl 534.5
5 Crl 357.8 20 Crl 540.9
6 Crl 359.3 21 Nal 588.9
7 Crl 360.5 22 Nal 589.5
8 Call 393.3 23 HI 656.2
9 Call 396.8 24 NI 742.3
10 Cal 422.6 25 NI 744.2
11 Crl 425.4 26 NI 746.8
12 Crl 427.4 27 KI 766.4
13 Crl 428.9 28 KI 769.8
14 Crl 464.6 29 Ol 777.4
15 Crl 465.2

104832 | RSC Adv., 2016, 6, 104827-104838
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Fig. 4 PC1 scores plot (a) and PC1 loading plot (b) for the leather samples in different colors.

According to Fig. S5 (in the ESIt), Cr and Na have influences the elements responsible for the separation are Ca, Na and O
on the positive values of PC2, and C, Mg, Cr, Ca and O are for the positive values of PC3 and C, Cr and K for the negative
responsible for the negative part of PC2. A separation among 6  values.
leather colors can also be seen in Fig. S7 (in the ESIT), where

his journal is © The Royal Society of Chemistry 2016 RSC Adv., 2016, 6, 104827-104838 | 104833
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Classification models proposition

In this part of the study, the samples were divided into two
classes. Table 4 presents the specifications elected for each
test. These specifications were organized according to ABNT
NBR 13525:2016 *° that was recently published and shows
orientation values for acceptance of quality leather for
physical and chemical testing. These values were used as
orientation parameters to establish the classes, and attempts
were made to keep 50% of the samples in each class.

For example, tests 1, 5 and 8 are related to the thicknesses of
the samples, and the reference value is 1.2 £ 0.2 mm. Sheep and
cattle presented values varying from 0.870 to 2.25 mm and 0.890
to 2.17 mm in the longitudinal and transversal directions,
respectively. In this case, samples with thickness lower than
1.91 for L and 1.89 for T mm were grouped in class 1.

These classes were then used to calculate classification
models using the spectral information obtained by LIBS. Table
5 presents the values obtained when KNN was used to predict
class 1 samples. The dataset was divided into calibration and
validation, and 4 figures of merit were calculated: accuracy,
sensitivity, specificity and false alarm rate. The average accuracy
obtained for class 1 in the L direction was 78.8 for calibration
and 76.1% for validation. Accuracy represents the percentage of
correct predictions of the model. In the case of SIMCA and PLS-
DA, the accuracy presented similar results and varied from 71.6
to 80.5% for calibration and validation in the two classes. The
sensitivity for class 1 is the ability of the model to correctly
predict class 2 samples, and the results ranged from 61.6 to
84.6% for all calculated models. The false alarm rate is the
number of incorrect predictions divided by the total number of
samples for a specific class. The false alarm rate for the 3
calculated classification models varied from 14.4 to 36.9% for
all models. The last figure of merit was the specificity, and this
value computes the number of correct predictions for a specific
class divided by the total number of samples from the same
class. In general, the specificity goes from 61.6 to 84.6%. The
ideal situation is accuracy, sensitivity and specificity equal to
100% and false alarm rate equal to 0%.

Tables 5 and 6 show the results for KNN for classes 1 and 2,
respectively. Individual models were calculated for each test in
the two evaluated directions. The number of selected neighbors
varied from 3 to 5. Tables S3-S6 (all in the ESI}) shows the
results for SIMCA and PLS-DA. In general, the models proposed
with PLS-DA were slightly better. Fig. 5 shows a receiver oper-
ating characteristics (ROC)* curve for test 1 (measuring thick-
ness in tensile tests, see Table 4) in class 1 samples (0.87-1.91
for L and 0.89-1.89 for T) for PLS-DA calibration (Fig. 5a) and
validation (Fig. 5b) data sets. The calculated area under the
curves varied from 0.74 to 0.76, and the models can be
considered fair.

ROC curves for the other tests (from 2 to 9) are shown in
Fig. S8-S11 at ESL.{ In general the area under the curve varied
from 0.6 (poor) to 0.9 (good).

Although classification models achieved around 80% correct
classification, we believe that the models developed, will be useful
for practical applications, because they are easy to implement in

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016
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Table 5 Accuracy, sensitivity, false alarm rate and specificity obtained for class 1 of KNN model

Calibration class 1 Validation class 1
Number  Number Accuracy Sensitivity False alarm Specificity Number of Accuracy Sensitivity False alarm Specificity

Test Direction of samples of neighbors (%) (%) rate (%) (%) samples (%) (%) rate (%) (%)
1 L 158 3 78.0 74.6 19.0 81.0 33 81.3 73.8 9.1 90.9
2 L 149 4 65.3 72.2 41.6 58.4 39 61.3 61.1 38.5 61.5
3 L 163 5 68.7 69.3 31.9 68.1 27 62.7 66.7 44.4 55.6
4 L 154 5 77.3 76.7 22.1 77.9 34 73.3 85.4 41.2 58.8
5 L 155 5 79.9 77.8 18.1 81.9 33 73.3 76.2 30.3 69.7
6 L 152 5 83.6 78.9 11.8 88.2 36 81.3 76.9 13.9 86.1
7 L 153 3 84.6 83.6 14.4 85.6 35 80.0 82.5 22.9 77.1
8 L 134 5 79.0 71.2 14.2 85.8 25 81.0 76.3 12.0 88.0
9 L 127 3 92.9 88.8 3.1 96.9 31 90.5 87.5 6.5 93.5

Average 78.8 77.0 19.6 80.4 76.1 76.3 24.3 75.7

Median 78.9 76.9 18.5 81.5 78.0 76.3 23.6 76.4

SD 8.24 6.20 11.36 11.36 9.45 8.49 14.74 14.74
1 T 156 5 77.0 70.1 16.7 83.3 34 77.3 75.6 20.6 79.4
2 T 160 3 69.3 71.4 32.5 67.5 29 76.0 78.3 27.6 72.4
3 T 149 5 70.3 69.5 28.9 71.1 39 69.3 66.7 28.2 71.8
4 T 151 6 91.3 92.6 9.9 90.1 37 85.3 86.8 16.2 83.8
5 T 156 5 80.6 76.2 15.4 84.6 32 84.0 81.4 12.5 87.5
6 T 154 3 77.7 74.7 19.5 80.5 33 83.8 78.0 9.1 90.9
7 T 155 3 82.3 80.6 16.1 83.9 33 81.3 73.8 9.1 90.9
8 T 131 5 76.2 72.7 20.6 79.4 25 79.4 73.7 12.0 88.0
9 T 125 5 93.7 89.8 2.4 97.6 33 92.1 86.7 3.0 97.0

Average 79.8 77.5 18.0 82.0 80.9 77.9 15.4 84.6

Median 78.7 75.4 17.3 82.7 81.1 78.0 13.9 86.1

SD 8.33 8.47 9.07 9.07 6.47 6.47 8.61 8.61

Table 6 Accuracy, sensitivity, false alarm rate and specificity obtained for class 2 of KNN model

Calibration class 2 Validation class 2
Number Number False Number False
of of Accuracy Sensitivity alarm Specificity of Accuracy Sensitivity alarm Specificity
Test Direction samples neighbors (%) (%) rate (%) (%) samples (%) (%) rate (%) (%)
1 L 142 3 78.0 81.0 25.4 74.6 42 81.3 90.9 26.2 73.8
2 L 151 4 65.3 58.4 27.8 72.2 36 61.3 61.5 38.9 61.1
3 L 137 5 68.7 68.1 30.7 69.3 48 62.7 55.6 33.3 66.7
4 L 146 5 77.3 77.9 23.3 76.7 41 73.3 58.8 14.6 85.4
5 L 144 5 79.9 81.9 22.2 77.8 42 73.3 69.7 23.8 76.2
6 L 147 5 83.6 88.2 21.1 78.9 39 81.3 86.1 23.1 76.9
7 L 146 3 84.6 85.6 16.4 83.6 40 80.0 77.1 17.5 82.5
8 L 118 5 79.0 85.8 28.8 71.2 38 81.0 88.0 23.7 76.3
9 L 125 3 92.9 96.9 11.2 88.8 32 90.5 93.5 12.5 87.5
Average 78.8 80.4 23.0 77.0 76.1 75.7 23.7 76.3
Median 78.9 81.5 23.1 76.9 78.0 76.4 23.7 76.3
SD 8.24 11.36 6.20 6.20 9.45 14.74 8.49 8.49
1 T 144 5 77.0 83.3 29.9 70.1 41 77.3 79.4 24.4 75.6
2 T 140 3 69.3 67.5 28.6 71.4 46 76.0 72.4 21.7 78.3
3 T 151 5 70.3 71.1 30.5 69.5 36 69.3 71.8 33.3 66.7
4 T 148 6 91.3 90.1 7.4 92.6 38 85.3 83.8 13.2 86.8
5 T 143 5 80.6 84.6 23.8 76.2 43 84.0 87.5 18.6 81.4
6 T 146 3 77.7 80.5 25.3 74.7 41 83.8 90.9 22.0 78.0
7 T 144 3 82.3 83.9 19.4 80.6 42 81.3 90.9 26.2 73.8
8 T 121 5 76.2 79.4 27.3 72.7 38 79.4 88.0 26.3 73.7
9 T 127 5 93.7 97.6 10.2 89.8 30 92.1 97.0 13.3 86.7
Average 79.8 82.0 22.5 77.5 80.9 84.6 22.1 77.9
Median 78.7 82.7 24.6 75.4 81.1 86.1 22.0 78.0
SD 8.33 9.07 8.47 8.47 6.47 8.61 6.47 6.47
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016 RSC Adv., 2016, 6, 104827-104838 | 104835
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Fig. 5 ROC curves for class 1 samples in PLS-DA calibration (a) and validation (b) data sets (see test identification in Table 4). Solid and dotted
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industrial field and can offer preliminary results. In addition, leather is too laborious, time-consuming and requires large
suspicious values can be further confirmed with standard amount of leather, so the leather used in the tests will be
methods. Whereas traditional testing to ensure the quality of the destroyed and discarded, thus reducing its economical value. In
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addition, generally physical and mechanical tests are performed
in private laboratories, adding higher production costs, thus
prevents a quality control more strictly, because only a small part
of the leathers will be submitted to the tests. In this case, around
80% of correct classification should be enough. Using LIBS
alternatively coupled to a classification model, the analysis could
be made in the tannery itself with a portable LIBS, for example.
This approach can present a high analytical frequency without
damaging the leather, which can be further commercialized
(without it being necessary to cut pieces). Finally, the proposed
method can increase profit at the time of sale, in addition as it
takes only a few seconds for analysis, this way all leathers could be
inspected, and determine the quality of 100% of leather produced
and not just a fraction as is usually done.

Conclusions

Classification models (KNN, SIMCA and PLS-DA) were devel-
oped using LIBS emission spectra and associated with physical
mechanical tests on leather as reference values. The predictive
abilities of the models were similar, showing that three models
can be used to predict leather quality for sheep and cattle
satisfactorily. The models generate concordant predicted
results with the reference values for the physical mechanical
tests in both evaluated directions, demonstrating the potential
of using this tool in combination with LIBS to predict the
quality of sheep and cattle leathers using a single model. The
proposed method is fast, and no chemical residues are
generated.
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Abstract The tanning industry is one of the largest
environmental polluters due to high generation waste
in all production processes, but the tanning is particu-
larly worrisome due to the use of significant amounts of
chromium. Cr is an element potentially toxic to both
health and the environment, depending on the concen-
tration and the oxidation state. Cr(VI) can come in
contact with human skin when using leather goods,
which can cause allergies and dermatitis, besides being
carcinogenic. Considering that approximately 90% of
the world production of leather is performed with Cr
salts, the determination of this element in leather is
necessary to avoid exposure to the risks that the element
can provide. The main goal of this study was the devel-
opment of an alternative analytical method for the de-
termination of Cr in leathers (ovine and bovine leather
tanned with Cr and vegetable tannin) using wavelength
dispersive X-ray fluorescence (WDXRF) for direct solid
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analysis. Besides performing analysis of the chemical
composition and determination of Al, As, Ba, Ca, Cd,
Cr, Cu, Fe, Mg, Ni, Pb, Sb, Sr, Ti, and Zn in leather by
inductively coupled plasma optical emission spectrom-
etry (ICP OES). Principal component analysis (PCA)
was also used in the evaluation of the WDXRF and ICP
OES data sets. WDXREF calibration models for Cr pre-
sented satisfactory figures of merit and the analysis of
the leathers revealed an alarming concentration of total
Cr in the samples reaching 21,353 mg kg .

Keywords Cr- Wavelength dispersive X-ray fluores-
cence (WDXRF) - Leather - Direct solid analysis -
Inductively coupled plasma atomic emission
spectrometry (ICP OES) - Laser-induced breakdown
spectroscopy (LIBS)

Introduction

The tannery industry was one of the earliest industrial
activities developed by man (George et al. 2014) and
currently provides significant contributions to the world
economy. The processing of skins in leathers occurs
during the tanning step, where the raw material is con-
verted to a permanent and stable product (Thanikaivelan
et al. 2004). This stage is possible with the help of
tanning agents, metal sulfates, such as Cr, Al, Ti, and
vegetable tannins (Quebracho, Mimosa, Almond, Tara).
In finishing operations, pigments, solvents, oils, color-
ants, and coating products are added to give shine and
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softness (esthetic value) to the leather (Scheffler and
Pozebon 2015; Thanikaivelan et al. 2004).

During each stage of the tanning process, a large
amount of waste water, solid wastes, volatile organic
compounds, and hazardous chemicals are generated
(Dixit et al. 2015). These residues are responsible for
causing environmental impacts on soil, vegetation, riv-
ers, and sediments, contributing strongly to total dis-
solved solids, chemical oxygen demand, sulfates, chlo-
rides, gaseous emissions, and toxic metals in the envi-
ronment (Dixit et al. 2015). In addition, in each step of
tanning processes, toxic elements can be incorporated
into the leather (Aslan 2009; Aslan and Uziim 2015;
Karavana et al. 2011; Okoh et al. 2013; Scheffler and
Pozebon 2015).

The determination of the concentration of toxic ele-
ments in leathers is necessary for quality control of the
finished product, mainly because each type of tanning
provides higher concentration of toxic metals depending
on the type of chemical products used. During the
leather tanned with Cr, Cr(OH)SO, is the most common
tanning agent. This type of tanning process is more
worrisome because high concentration of Cr causes
environmental and human health concerns such as der-
matitis and allergies (Miksche and Lewalter 1997). In
addition, Cr used in leather manufacturing can be oxi-
dized (Fuck et al. 2011) from Cr(IIl), an essential ele-
ment for physiological functions (Miksche and Lewalter
1997), to immunogenic, genotoxic and carcinogenic
Cr(VI) (Jerschow et al. 2001).

The three most common metals to cause allergy in
the general population are Ni, Co, and Cr, and it is
estimated that up to 1-3% are allergic to Cr (Thyssen
and Menné 2010), that derives mainly from two types of
exposition, cement and leather goods. In the last years,
Cr(VI) allergy is currently increasing among Danish
dermatitis patients due to leather exposure (Hedberg
et al. 2014). In a study performed by German Federal
Institute for Risk Assessment, it was verified that leather
goods like gloves, shoes, or watch straps which come
into direct contact with the skin contain high levels of
Cr(VI). The study were performed during 6 years and
Cr(VI) was detected in more than half of the 850 sam-
ples analyzed, and in one sixth of them, the levels were
found higher than 10 mg kg™' (Bundesinstitut fur
Risikobewertung 2007). At a level of 5 mg kg™ ' of
Cr(VI), half of the sensitized individuals evaluated pre-
sented allergic skin reactions (Bundesinstitut fur
Risikobewertung 2007), these values exceeding the

@ Springer

limit of 3 mg per kg according to recommendations of
the ISO 17075 standard (Hedberg et al. 2014; ISO
17075 2007).

Leather industry is one of the major sources for
contribution of Cr to the environment (Kumar et al.
2014). Studies dedicated to determination of Cr in leath-
er industry wastewater (Venezia et al. 2008), polluted
soil (Gondal et al. 2009), soils near leather industry
(Gitet et al. 2013), soil and plant from leather tanning
area (Kumar et al. 2014), blood and urine of 44 workers
of leather industries (Mignini et al. 2004), and leather
(Hedberg et al. 2014; Zhao et al. 2015) have been
performed and prove alarming concentrations of total
Crup to 34,246 mg kg ' (Cr-tanned leather) (Zhao et al.
2015); thus, analytical procedures that are able to deter-
mine toxic metals with special emphasis on Cr in leather
are necessary, mainly considering the environmental
and toxicological effects of the element. Analytical
methods for leather analysis normally employs mineral-
ization with acids using inductively coupled plasma
optical emission spectrometry (ICP OES) (Aslan 2009;
Aslan and Uziim 2015; Karavana et al. 2011) and
microwave-induced plasma optical emission spectrom-
etry (MIP OES) (Zhao et al. 2015). In addition, thermal
analysis (Bafion et al. 2016; Budrugeac et al. 2011;
Sebestyén et al. 2015) has also been employed.

Although the techniques previously mentioned are
well consolidated in analytical laboratories, in all cases,
sample destruction occurs before or during the analysis.
Direct analysis techniques have been rarely quantitative-
ly studied regarding their determination of analytes in
leathers. Only a few studies have been published, such
as the determination of As, Ca, Cr, Mg, Pb, and S by
laser-induced breakdown spectroscopy (LIBS) in fully
manufactured, wet blue, and natural leathers (Nasr et al.
2011) or the determination of SiO,, Al,O5, Fe,03, K0,
Ca0, TiO,, ZnO, CO,, SO;, HgO, and P,05 by X-ray
fluorescence (XRF) in ancient leathers from the sixth
century B.C. (Luo et al. 2011).

Wavelength dispersive X-ray fluorescence
(WDXREF) is an attractive technique that does not de-
stroy samples, only a small amount of it is necessary, is
multi-elementary, and performs fast analysis. XRF has
been used in many leather analysis studies, but most had
a qualitative approach (Chaplin et al. 2010; Gémez-
moron et al. 2016; Mannina and Lombardo 2013;
Nakano et al. 2011; Sano and Suzuki 2009; Vornicu
et al. 2015); thus, quantitative methods for direct leather
analysis need to be developed.

160



Environ Monit Assess (2018) 190:618

Page 3 of 15 618

The main goal of this study was to evaluate and
validate WDXREF as candidate technique for direct solid
analysis for, mainly, the determination of Cr in leather,
the calibration models were proposed taking into ac-
count the standard error of validation (SEV). In addition,
concentration of essential and toxic hazards elements
(Al, As, Ba, Ca, Cd, total Cr, Cu, Fe, Mg, Ni, Pb, Sb, Sr,
Ti, and Zn) was determined in leather samples tanned
with Cr salts and with vegetable tannin using ICP OES
and Cr(VI) was determined using UV—Vis spectroscopy.
Leather also was discriminated and classified based on
their chemical composition with a chemometric ap-
proach based in concentrations obtained by ICP OES
and spectra obtained with direct analysis by WDXRF.
Complementary experiments also were performed by
LIBS (Costa et al. 2018) in a qualitative exploratory
analysis.

Experimental
Samples

Sixty leather samples were analyzed in the experiments
(24 from ovine and 36 from bovine). The leathers were
tanned with Cr salts (50 samples) and with vegetable
tannin (10 samples), including leather of 9 different
colors. This sample variability provides more confi-
dence in the generated models. These leathers were
obtained from animals bred at Embrapa Pecuaria
Sudeste, and the experiments were approved by the
Animal Research Ethics Committee of Embrapa
Pecuaria Sudeste (CEUA/CPPSE, Protocol No. 04/
2011 and PRT 02/2015). This committee follows law
number 11794 (October 08, 2008) that regulates incise
VII of the first paragraph of article 225 from the Brazil-
ian Federal Constitution. This law establishes the pro-
cedures for experiments with live subjects (http:/www.
mct.gov.br/upd_blob/0238/238343.pdf). A detailed
description of the samples is shown in Table 1. Leather
samples were cut in a hydraulic press (Metaltrgica Ago
real, P-23) with cutting knives (3.0 cm x 4.0 cm) before
LIBS and WDXREF analyses.

Determination of Al, As, Ba, Ca, Cd, total Cr, Cu, Fe,
Mg, Ni, Pb, Sb, Sr, Ti, and Zn in leather using ICP OES

Experiments were performed using an iCAP 6000 ICP
OES spectrometer (Thermo Fisher, Madison, W1, USA)

using axial and radial viewings and argon (99.996%,
White Martins-Praxair, Sertaozinho, SP, Brazil) for ele-
mental analysis. Table 2 presents the instrumental con-
ditions and the emission lines used in the determinations
using ICP OES.

The leather samples were cut into small pieces
(around 5 by 5 mm) with a ceramic knife before analysis
and were not ground to prevent contamination by metals
from the mill blades. A digester block with PFA-closed
vessels (perfluoroalkoxy, Savillex, MN, USA) of 50 mL
and equipped with 24 vessels was used for sample
mineralization. Samples were digested in triplicate ac-
cording to the following procedure adapted from
Scheffler and Pozebon (2015): 0.200 g of leather was
weighed and transferred to the PFA vessel; 3.0 mL of
65% w/w HNO; (Synth, Diadema, SP, Brazil) was
added and kept overnight for approximately 16 h; on
the next day, 3.0 mL of H,O, 30% w/w (Synth,
Diadema, SP, Brazil) was added, and the solution was
heated at 100 °C for 180 min.

After digestion, the resulting extracts were filtered
through quantitative filter paper with slow filtration for
fine precipitates (Unifil, Germany), and a final volume
of 30 mL was achieved using deionized water (resistiv-
ity > 18.2 M{).cm). Nitric acid was previously purified
using a sub-boiling distillation system, Distillacid™
BSB-939-IR (Berghof, Eningen, Germany).

Aqueous multi-element standard solutions were pre-
pared from stock standard solutions of 1000 mg L'
(Fluka Analytical, Buchs SG, Qhemis, Switzerland) and
used to construct calibration curves. All glassware and
polypropylene flasks were washed and kept in 10% v/v
HNO; for 24 h.

This procedure was used for the determination of Al,
As, Ba, Ca, Cd, total Cr, Cu, Fe, Mg, Ni, Pb, Sb, Sr, Ti,
and Zn in the leather samples. Other digestion mixtures,
such as aqua regia and 50% HNO;, were also tested;
however, insoluble residues remained in the resulting
extract solution, indicating incomplete mineralization.
The literature presents an official method (ISO 17072-2
2014) that employs a 3:1:1 acidic mixture of HNO;,
H,S0,, and HCIOy, respectively, for the decomposition
of 1.00 g of leather. This method is not recommended
for the determination of Cr in Cr-tanned leather. In this
case, other official method can be employed using the
same acidic mixture (ISO 5398-4 2007). However,
H,SO,4 makes it difficult to analyze using ICP OES
due to of instrumental interference from the sample
related to high viscosity when compared with other
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Table 1 Description of the leather samples used in the experimental part

Sample number identification Leather type Tanning type Color

1-4 Bovine Chromium Dark hazel
5-14 Bovine Chromium Green
15-18 Bovine Chromium Black
19-24 Bovine Chromium Light hazel
25,26, 32,42, 44, 45, 47, 48, 58 Ovine Chromium Light blue
27-31, 40, 41, 43, 46, 49 Ovine Chromium Dark blue
33, 35, 37,57, 60 Ovine Vegetable tannin Yellow

34, 36, 38, 39, 59 Ovine Vegetable tannin Beige
50-56 Ovine Chromium Brown

acids. In addition the remaining SO4*~ in solution can
increase emission background from molecular species,
such as SO, SO,, and S, (Scheffler and Pozebon 2015).
Furthermore, HCIO, is potentially dangerous and
should be avoided when possible. Therefore, the
HNO3/H,0, mixture was employed for the digestion
of the samples.

Due to the high concentration of Cr in the samples
tanned with salts with this element, it was necessary to
perform an additional 4-fold dilution; however, the
leather samples tanned with vegetable tannin presented
significantly lower concentrations of Cr, and no further
dilution was required. To accommodate all the samples,
a Cr calibration curve from 0.005 to 60 mg kg ' was
performed.

Table 2 Operational parameters for ICP OES determinations

Standard solutions were added to 30 samples before
digestion to evaluate the recovery of the adopted ana-
lytical procedure; thus, were added 1.0 mg kg ' of Al,
Fe, Mg, Sb; 0.5 mg kg:{1 of Ba, Pb, Zn, As, Cd, Ni, Sr,
Ti, Cu; 5.0 mg kgf1 of Ca to samples. In the case of Cr,
70 mg kg ' was added to the samples tanned with this
element and 0.5 mg kg ' of Cr to the samples tanned
with vegetable tannin. This procedure was elected due
to the fact that no leather certified material is commer-
cially available. In order to avoid acid dilution, the
analytes added were divided in several samples.

In addition, determination of Cr(VI) in the
leathers was performed using a spectrophotometer
(Thermo Fisher, Shanghai, China), in 540 nm
wavelength and a quartz cuvette with 1 cm of

Instrument parameter Operational conditions
Radio frequency applied power (kW) 1.15

Integration time for low emission line (s) 15

Integration time for high emission line (s) 5

Sample introduction flow rate (mL min 1) 2.1

Pump stabilization time (s) 5

Argon auxiliary flow rate (L min") 0.5

Argon plasma flow rate (L min ') 12

Argon nebulizer flow rate (L min 1) 0.7

Replicates 3

Elements and wavelengths (nm); view modes: axial
and radial®, only axial®, only radial®

Al1308.215% (I), As 193.759° (I), Ba 233.527° (II), C 193.091° (I), Ca 317.933" (II),
€d 226.502° (1), Cr 267.716* (II), Cu 327.396" (1), Fe 238.204* (II), Mg 279.559*

(D), Ni 231.604° (II), Pb 220.353° (II), Sb 206.833" (I, Sr 228.200° (II), Ti
336.121° (II), Zn 202.548° (II).

1, atomic lines; 7/, ionic lines
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optical path. The adopted procedure was previously
proposed by Oliveira et al. (2013).

WDXREF analysis and calibration

All samples were directly analyzed using a Perform-X
ARL wavelength dispersive X-ray fluorescence instru-
ment (Thermo Fischer, Madison, WI, USA). The sam-
ples were irradiated with X-ray emission provided by a
Rh tube with a maximum of 4200 W. Moreover, the X-
rays emitted from the electronic transitions of the ele-
ments present in the samples are recorded by the optical
section of the equipment, passing first through collima-
tors, and then they are reflected by specific crystals.
Finally, the detectors register the counts per second of
the X-ray emission lines that correspond to each crystal
used. There are five crystals that can be used in the
wavelength dispersion, and the choice is based on which
crystal can disperse the characteristic wavelength from
the element studied. The instrument is also equipped
with four different collimators (0.15, 0.40, 1.00, and
2.60 mm) and two detectors: a flow proportional counter
(FPC) and a scintillation counter (SC). For all elements
evaluated in this study, only the electronic transition,
Ko, was considered.

In order to build univariate calibration models,
Microsoft Excel was used for data organization and
calculations. MATLAB version 2017b (The
Mathworks, Natick, MA, USA) was used to calculated
signal-to-background ratio (SBR), signal area, and
height for WDXRF spectra obtained for Al, Ca, Cr,
Fe, Ti, and Zn. These elements were chosen based in
the results of concentrations obtained previously by ICP
OES and considering the sensitivity of WDXRF.

Calibration models were calculated using signal area
and height for each six mentioned analytes. The predic-
tive capabilities of WDXRF were based on SEV for all
tested elements and the lowest values were used to select
the best regression models (Augusto et al. 2017). The
dataset composed by 60 samples was split in 40 samples
for calculation of calibration models and 20 samples for
validation. These samples were chosen at random.

The SEV values were calculated according to Eq. 1:

a2

SEV =
n—1

where y; is the reference concentration determined by
ICP OES, y; is the predicted analyte concentration for
dataset validation, and » is the number of samples used
in the validation data set (20 in this case) (Augusto et al.
2017).

Limit of detection (LOD) and limit of quantification
(LOQ) for WDXRF were calculated according to
TUPAC recommendations (IUPAC 2017). The three sig-
ma [UPAC method was used to express LOD values,
and LOQ was estimated as 3.3-fold the LOD values.
LOD and LOQ were calculated using the standard de-
viation (SD) of square root of the sum of the variance of
the noise signal near each analyte signal. This process
was repeated for each analyte. Analytes concentrations
obtained after sample digestion and ICP OES determi-
nations were used as reference values to calculate the
WDXRF calibration models.

Principal component analysis

Exploratory analysis using PCA was calculated to eval-
uate the three techniques used in this study (ICP OES,
LIBS, and WDXRF) considering its abilities to differ-
entiate the samples according to the type of leather
(ovine and bovine), type of tanning (Cr or vegetable
tannin), and color of the leather.

The first PCA was obtained using a data matrix of 60
samples (rows) and the average concentration of each
analyte, except Cd because was below LOD (14 col-
umns), as determined using ICP OES. As discrete var-
iables (concentrations) were employed, the data set was
autoscaled. In this case, the average and standard devi-
ation of each analyte were calculated. The original
values were subtracted and divided by the average and
standard deviation, respectively. The variables in the
autoscaled matrix have average and standard deviation
0 and 1, respectively.

A complementary analysis was performed using the
LIBS technique to evaluate the spectral profile of the
studied leathers with a qualitative approach. LIBS ex-
periments were conducted using a J200 (Applied Spec-
tra, Fremont, CA, USA) Q-switched Nd:YAG laser at
1064 nm and 100 spectra were recorded for each sample
in raster mode. The instrumental conditions used were a
laser pulse energy, spot size, and delay time of 90 mJ,
50 wm, and 1.9 ps, respectively (Neiva et al. 2016;
Neiva and Pereira-Filho 2018). The second PCA was
calculated using a data matrix composed by 60 samples
(rows) and 12,288 variables (columns) obtained from
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the LIBS spectra (emission lines from 186 to 1042 nm).
The dataset was normalized by individual area and
mean-centered.

The third PCA was calculated using a data matrix of
60 samples (rows) and 450 variables (columns) obtained
via WDXREF spectra, and the dataset was only mean-
centered. Pirouette version 4.5 (Infometrix, Bothell,
WA, USA) was used for all PCA calculations.

Results and discussion

Determination of Al, As, Ba, Ca, Cd, total Cr, Cu, Fe,
Mg, Ni, Pb, Sb, Sr, Ti, and Zn in leather by ICP OES

The concentration (mean =+ standard deviation, n = 3) of
elements determined in the samples after digestion is
shown in Tables S1 and S2 in the Supplementary Ma-
terial and their ranges of concentrations were in milli-
grams per kilogram: 94-1011 for Al; < LOD-13 for As;
<LOD-40 for Ba; < LOD-3348 for Ca; < LOD for Cd;
10-23,407 for total Cr; < LOD-15 for Cu, 32-831 for
Fe; <LOD-1126 for Mg, < LOD-5 for Ni, < LOD-25
for Pb, 31-318 for Sb; < LOD-9 for Sr, < LOD-6 for Ti,
and < LOD-186 for Zn.

These concentrations are comparable to the results
obtained by other studies dedicated to leather analysis
that also used ICP OES (Aslan 2009; Aslan and Uziim
2015; Karavana et al. 2011) with the exception of As
and Cd because values were below those found in the
literature (< LOD-0.74 for As and <LOD-
1.76 mg kg ' for Cd).

As expected, the Cr concentrations were extremely
high in the leather samples tanned with salts that present
this element, ranging from 8775 to 23,407 mg kg ';
thus, special care must be taken with the disposal of this
type of material in the environment. Strategies for
greener environment towards sustainable development
in leather industry have been applied (Kanagaraj et al.
2015), such as the immobilization of Cr ion present in
the ash from the incineration of chromium-tanned leath-
er shavings by means of vitrified ceramic bodies
(Basegio et al. 2009). Production of basic Cr sulfate by
using recovered Cr from ashes (Dettmer et al. 2010) or
the incorporation of chromium-tanned leather residue to
asphalt micro-surface layer (Krummenauer and de
Oliveira Andrade 2009).

The Cr concentration range in the leather tanned with
vegetable tannin (samples marked with an asterisk in
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Tables S1 and S2 in the Supplementary Material) was
from 10 to 285 mg kg_l; however, this concentration of
Cr was higher than expected for this type of tanning and
may be related to the contamination by machines and
tools employed in the tanning process.

The Cr results are comparable with those obtained by
(Scheffler and Pozebon 2015) which concentration ob-
tained was in the range of 100 mg kg ' (vegetable
tanned) to 30,000 mg kg ' (Cr tanned) using ICP
OES. In another study (Zhao et al. 2015), Cr concentra-
tion ranged from 36 to 34,246 mg kg ' for leather
samples using MIP OES as analytical technique.

Tables S1 and S2 in the Supplementary Material also
show that in leathers tanned with vegetable tannin, the
Ti concentration was high, whereas the As concentration
was lower when compared to samples tanned with Cr.
The Sb concentration was high in all samples, indicating
possible use of dyes containing this element; however,
the concentrations of Cu, Ni, Pb, and Sr were low in
most samples.

The concentrations of the elements differed between
bovine and ovine leather in some cases; for example, the
Al, Mg, Ca, Ti, and Cu concentrations were higher in
ovine leathers (samples from 25-60) than in bovine
(samples from 1-24), but Pb was only found in bovine
leather samples. A comparison of each element in leath-
er from different studies is not easy because concentra-
tions vary significantly due to different products used in
the process of tanning, finishing, and dyeing. In addi-
tion, several sources of these elements can be found in
leather samples, as salts that were added for tanning,
such as metal sulfate, dyes, pigments, water, pesticides,
fungicides, animal feed (bioaccumulation), impurities of
industrial chemicals, among others (Aslan 2009; Aslan
and Uziim 2015; Karavana et al. 2011; Okoh et al.
2013).

In addition, Tables S1 and S2 in the Supplementary
Material show that high concentrations of potentially
hazardous elements such as As, Cr, Cu, Ni, Pb, and Zn
were determined on leathers. These elements are toxic
contaminants to human health and the environment, so
the handling, use, and disposal of leathers must be done
in a conscious manner.

The recovery of the procedure for determining Al,
Ba, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, Mg, Ni, Pb, Sb, Sr, Ti, and Zn in
leathers was verified, and the results are shown in
Table S3 in the Supplementary Material. Recoveries
were in the range of 74 to 100% for all elements in the
samples. These results show that the reference method
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developed using ICP OES and decomposition in HNO3/
H,0, in a digester block with PFA-closed vessels
showed accurate results, as confirmed by the recovery
tests.

PCA evaluation for ICP OES data

To obtain a global picture of all chemical elements in the
samples and due to the fact the data sets obtained were
related to three different techniques used in this study
(ICP OES, LIBS, and WDXRF), three PCAs were sep-
arately calculated. In the case of ICP OES data set,
elements concentrations were obtained and the variables
were autoscaled. Figure 1 shows the scores (Fig. 1a—)
and loadings (Fig. 1d) plot for the ICP OES data for PC1
versus PC2, and both explain a total variance of 53%.

Figure la—c shows the scores with different classes
highlighted. From Fig. 1a, a differentiation between the
two leather groups (bovine, squares and ovine, circles)
was observed, and PC1 discriminates ovine and bovine
leathers with positive and negative scores, respectively.
Figure 1b shows that PC1 discriminates leather tanned
with vegetable tannin (triangles) with positive scores
and leather tanned with Cr (squares) with negative
scores.

Figure 1c shows the same results, but with each color
of leather in evidence. A remarkable difference among
the colors was not clearly perceivable, but it was possi-
ble to associate yellow (half tone diamonds) and beige
(open squares) colors with Ti, Sr, Ni, and Fe (see
loadings at Fig. 1d). Brown leathers (black circles) were
related with As, Cr, and Sb elements. The samples with
other colors are mixed or few were obtained for each
one. Unfortunately, information about the dyes compo-
sition used in the leather preparation was not available,
compromising an adequate evaluation between the color
of the dye added to the leather and the metals contained
in those dyes.

Figure 1d shows the loading plot of the first two PCs
for the analytes. The difference between the leather type
is due to ovine leather (Fig. 1a) has a correlation with Fe,
Ni, Sr, Ti, Ba, Al, Ca, Cu, and Mg, whereas bovine
leather has a correlation with Cr, Sb, As, Pb, and Zn.
Leathers tanned with Cr (Fig. 1b) were associated to Cr
(as expected), Sb, As, Pb, and Zn and leathers tanned
with vegetable tannin were related to Fe, Ni, Sr, Ti, Ba,
Al, Ca, Cu, and Mg.

Scores plot for PC1 versus PC3 (total variance of
51%) and PC2 versus PC3 (total variance of 22%)

datasets are show in Fig. S1 in the Supplementary
Material. Principal component 1 (PC1) versus PC3 pre-
sented a separation between bovine and ovine leather
and samples tanned with Cr and vegetable tanning. On
the other hand, PC2 versus PC3 did not presented any
remarkable characteristic. This additional PC (PC3) did
not bring further information about the color either.

Direct analysis

A complementary analysis was performed and Fig. 2a
shows representative LIBS spectra obtained for three
leathers: bovine and ovine tanned with Cr and ovine
tanned with vegetable tannin. The most intense signals
and their corresponding emission lines are listed in
Table 3. The three leathers presented Cr, C, Si, Mg,
Al Ca, Ti, Na, N, K, O and the spectra of these samples
showed in Fig. 2a were similar, and basically, the only
element that differed was Cr. However, for the samples
tanned with Cr, there were 11 very intense emission
lines for Cr (267.71 (II), 357.86 (I), 359.34 (1), 360.53
(I),425.43 (1), 427.48 (1), 428.97 (I), 464.61 (1), 465.21
I, 520.60 (I), 520.84 (I)). In the case of the sample
tanned with vegetable tannin, only a small signal for Cr
emission line 302.15 (I) nm was observed. In addition,
with the help of Table 3, it is possible to see the capa-
bility of LIBS in order to presents dozens of emission
lines in few minutes of analysis even for light elements
as Al and C.

PCA calculated using the entire LIBS emission lines
(Fig. S2 in the Supplementary Material) did not show
significant separations between leather type, tanning
type process, or among colors. In this case, a new
PCA was calculated using only the 11 Cr emission lines
described before, but the reliable information observed
was an expected difference between the samples tanned
with Cr and vegetable tanning (see Fig. S3 in the
Supplementary Material). As preliminary conclusion,
the use of LIBS permitted to perform an initial chemical
inspection of the solid samples with detection of several
chemical elements.

The 60 leather samples also were directly analyzed
via WDXRF. The samples were positioned in specific
sample holders with an aperture of a 29-mm diameter.
For all elements evaluated, the electronic transition Ko
1 and Ko 2 were considered of the most sensitive lines.
A collimator of 0.4 mm and a count time of 1 s were
used in the experiments. The analytes required two
different operational conditions: 30 kV of voltage and
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Fig. 1 Scores for leather type (a), tanning type (b), leather color (c), and loadings plot (d) for dataset obtained by mineralization and

determinations via ICP OES

80 mA of current for Al, Ca, Mg, Na, S, and Si, and
50 kV and 55 mA for Cr, Fe, Ni, Zn, and Ti.

Figure 2b shows X-ray emission wavelengths
from ten elements present in the three spectra of
leathers evaluated: Zn, Fe, Cr, Ti, Ca, S, Si, Al,
Mg, and Na. As expected, the XRF spectra present
less signals than LIBS. Since there are two tanning
processes, one with Cr and another with vegetable
tannin, the signal intensities for Cr are different in
each case (third signal from left to right in Fig. 2b).
Additionally, the tanning process with vegetable
tannin is free of Cr; thus, a small signal intensity
for Cr was observed for this process. The emission
of the other assessed elements varied from sample
to sample due to their composition.

@ Springer

A PCA for WDXRF data was calculated and Fig. 3
shows the score plots from PC1 versus PC2, separated
by bovine and ovine leather (a), Cr and vegetable tan-
ning process (b) and different colors of leathers studied
(¢), and the loads from PC1 and PC2 (d and e). As
shown in the Fig. 3a, bovine and ovine leathers have
different elemental compositions and are mainly
grouped by the presence of S and Si in the samples
(see Fig. 3e), PC2 discriminate bovine leather with
negative scores. In Fig. 3b, the grouping is due to the
tanning process, and Cr in positive values in PC1 is the
element responsible for the grouping. Finally, in Fig. 3c,
the samples were separated by their color. Beige leathers
(open squares) and yellow (half tone diamonds) were
associated to Zn, Fe, Ca, Si, Al, and Na (negative values
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Table 3 Emission lines present in the spectra of all leather samples analyzed

Elements Emission lines (nm)

Cr 267.716 (1), 357.869 (I), 359.349 (1), 360.533 (I), 425.435 (1), 427.480 (1), 428.972 (1), 464.617 (1), 465.216 (I), 520.604 (),
520.844 ()

C 193.091 (1), 247.856 (1)

Si 250.690 (I), 251.920(1), 252.851 (1)

Mg 279.553 (II), 280.270(11), 285.213 (1)

Al 308.215 (1), 309.271 (I)

Ca 393.366 (I1), 396.847 (1), 422.673 (I), 558.197 (I), 558.876 (I), 559.447 (1), 559.850 (I), 610.272 (1), 612.216 (I), 616.216 (),
643.907 (1), 854.209 (II)

Ti 498.173 (I), 499.107 (I), 499.952 (I)

Na 588.995 (I, 589.593 (1), 819.483 (I)

N 742.368 (1), 744.230 (1), 746.831 (I), 818.483 (1), 818.802 (1), 821.630 (I), 822.312 (1), 824.235 (I)

K 766.490 (1), 769.896 (I)

0 777.421 (1), 844.639 (I)

1, atomic; 77, ionic lines

in PC1). Brown leathers (black circles) were related to
Cr (positive values in PC1). The other colors are mixed
and it is not possible to observe a clear pattern.

Determination of total chromium in the leathers using
WDXREF: univariate calibration models

Calibration curves for Al, Ca, Cr, Fe, Ti, and Zn using
WDXRF were obtained for 60 samples (40 for calibra-
tion and 20 for validation). In order to calculate the
calibration models, SBR, signals areas, and heights for
each analyte were generated and associated with the
reference values obtained with ICP OES. Usually quan-
titative methods using XRF require a reference tech-
nique or consolidated method, such as ICP OES
(Augusto et al. 2017; Guerra et al. 2014; Margui et al.
2010; Silveste et al. 2016), inductively coupled plasma
mass spectrometry (ICP-MS) (Margui et al. 2010), or
flame atomic absorption spectrometry (FAAS) (Bilge
et al. 2016), to develop the most appropriate calibration
method that can be univariate (single signal) or multi-
variate (several signals).

To evaluate the quality of the proposed models,
SEV, LOQ, and LOD values were calculated for
univariate calibrations for each mentioned analyte.
However, the calibration that resulted in reliable
predictive capacities, such as correlation coeffi-
cients above 0.9 and low SEV values, was only
those for Cr.

@ Springer

Thus, some attempts to improve the calibration
models for other analytes (Al, Ca, Fe, Ti, and Zn) were
performed, such as follows:

(a) Separating the samples into four groups by type of
leather (bovine and ovine) and by type of tanning
(Cr and vegetable tannins) and calculate a calibra-
tion model for each group;

(b) Calculating the partial least squares (PLS) by soft-
ware Pirouette using the area of all analytes togeth-
er as a data matrix and the reference concentrations
of the analytes obtained by ICP OES as a depen-
dent variable (y); the same was performed using
the signal heights; and

(¢) Normalizing the area and height signals of each
analyte by the area and height signals of Cr, Si, Zn,
Fe, and S (analytes found at high concentrations) to
minimize interference.

However, none of these attempts resulted in positive
results in order to build a calibration model for the
analytes described previously. Thus, the proposed meth-
od proved to be successful only for determination of Cr
in the leather samples using WDXRF by direct analysis.

The figures of merit for the best results (lower value
of SEV) for the calibration model obtained for Cr are
shown in Table 4 that include in the first row the equa-
tion for the calibration curve (univariate linear model)
when reference Cr concentrations obtained by ICP OES
and signal height obtained by WDXRF were compared,
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followed by the correlation coefficient from the linear
calibration model, which was of 0.9901, standard error
of calibration (SEC) of 1279 mg kg™ ', and SEV of

628 mg kg .
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Table 4 also shows that the Cr concentration range
for 60 leather samples (fifth row of the Table 4) varied
from not detected to 21,638 mg kg . In this case, not
detected means values below the SEV. The Cr
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Table 4 Figures of merit for the WDXRF calibration model calculated for Cr

Calibration curve (coefficients + standard deviation)

[Cr]=(43.9+1.0) x+ (19,583 + 14,600)

R

Standard error of calibration (SEC) (mg kgﬁl)
Standard error of validation (SEV) (mg kgﬁl)
Cr concentration range (mg kg ")
Wavelength (nm)

LOD (mg kg ")

LOQ (mg kg )

Signal type

0.9901

1279

628

Not detected to 21,638
0.229

30

100

Height

concentrations in the leather samples tanned with vege-
table tannins were below the SEV value of 628 mg kg™
(10-285 mg kg ' measured by ICP OES). Thus, it was
not possible to predict the concentrations of these sam-
ples with acceptable accuracy impairing its calibration
model; therefore, the proposed method can be used to
successfully determine Cr in Cr-tanned leather, which
normally contains Cr concentrations above SEV. Al-
though SEV value is high, the concentrations of Cr in
the leather samples are often higher, in the order of
percentage, and do not compromise the procedure
developed.

In addition, the height was the signal type that ob-
tained best results for calibration models when com-
pared with signal area. Table 4 present also values of
LOD (30 mg kg™") and LOQ (100 mg kg™ ') for
WDXRF measurements. In general, the method

developed presented appropriate figures of merit for
the univariate calibration models calculated for Cr.

The predictive capabilities of the calibration model
based on SEV were appropriate for the determination of
Cr via WDXRF and can be evaluated by Fig. 4, which
show satisfactory correlation for samples used in cali-
bration (open circle) and validation (black circle). This
figure shows good concordance between the Cr concen-
tration reference obtained via ICP OES versus the Cr
concentration predicted via WDXREF.

In addition, Table S4 in the Supplementary Material
shows the concentrations of Cr determined using ICP
OES (reference) and WDXRF (proposed method) for
ovine and bovine leathers. The comparative results with
ICP show that good predictions were obtained using
proposed method for determination of Cr, in the 50
leathers Cr-tanned analyzed that ranged from 9690 to

Fig. 4 Comparison between 30000
reference concentrations (ICP
OES, mean + standard deviation,
n =3) and predicted
concentrations obtained from
WDXRF (mean) for Cr in

mg kg ! for the calibration and
validation samples
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21,638 mg kg ' (see Table S4 in the Supplementary
Material).

In addition, determination of Cr(VI) in leather using
UV-Vis spectroscopy was performed and the concen-
trations of Cr(VI) determined in the bovine and ovine
leather samples tanned with Cr salts presented high
values, varying from 740 to 2250 mg kg . These values
are extraordinarily high and worrying since exceeding
the limits set of European Union that established max-
imum concentration of Cr(VI) (3 mg kg_l) (ISO 17075
2007; Van Beik et al. 2017). Leather samples tanned
with vegetable tannins were also analyzed and Cr(VI)
concentrations were not detected because they were
below the LOQ of the proposed method.

Conclusions

The reference method developed using ICP OES and
decomposition in HNO3/H,0, in a digester block with
PFA-closed vessels showed accurate results, as con-
firmed by the recovery tests. The concentrations of the
elements in the leather vary according to the type of
leather (ovine or bovine), the type of tanning product
used (Cr or vegetable tannin), and the dye added to color
the leather. Potentially hazardous elements such as As,
Cr, Cu, Ni, Pb, and Zn were determined in high concen-
trations and these differences in concentrations were
visualized clearly using PCA based on data obtained
via ICP OES and WDXRF. Most of these elements are
dangerous to humans and the environment due to high
toxicity and can cause allergies, dermatitis, and cancer.
There are few studies on the quantitative determina-
tion of Cr in leathers via direct analysis techniques. The
proposed method proved to be fast and effective for the
determination of Cr in leathers tanned with salts con-
taining this element. However, further studies need to be
performed to determine other analytes, such as Al, Ca,
Cr, Fe, Ti, and Zn via WDXRF. Additionally, it is
important to develop mechanisms to reduce the SEV
for the determination of Cr in leather tanned with veg-
etable tannins at a low concentration of this element.
Total Cr concentration obtained by WDXRF was
compared with a reference method using ICP OES and
the results showed that the proposed method present
satisfactory figures of merit and the maximum concen-
tration of total Cr was a high value of 21,353 mg kg .
WDXRF is an attractive technique because it is non-
destructive, presents high analytical frequency, and

performs multi-element analysis with no chemical resi-
due generation.
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Abstract

Synthetic leather samples from Brazil and Paraguay were evaluated in this study using three spectroscopy techniques:
inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP-OES), laser-induced breakdown spectroscopy (LIBS), and
wavelength dispersive X-ray fluorescence (WDXRF). The obtained information from each technique was separately
inspected with principal component analysis (PCA). The concentrations of the elements determined in the synthetic
leathers using ICP-OES decreased in the following order: Ca > Cr > Mg > Ba > Pb > Al > Fe > Zn > Sb > Ni with a con-
centration range below the limit of quantification (<LOQ, case of Ni) to 112233 mg kg™' (case of Ca). Additionally, Cu,
As, Sr, Ti, Cd, Mn, Co, and Ni were present in only few samples in a concentration range from <LOQ to 163 mg kg™'.
Principal component analysis was the tool used to evaluate the samples from their chemical content obtained quantitatively
using ICP-OES and qualitatively using LIBS or WDXRF spectra. The results showed that the association of PCA with
spectroscopic techniques was satisfactory for data inspection of synthetic leathers according to the chemical composition.
Laser-induced breakdown spectroscopy and WDXRF were able to identify the presence of toxic elements like Cr (LIBS

and WDXRF) and Pb (WDXRF).
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Synthetic leather, inductively coupled plasma optical emission spectrometry, ICPOES, laser-induced breakdown spectro-
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Introduction

Natural or genuine leather is obtained using animal skins
after several steps that involve physical and chemical treat-
ments in the tanning process. In this process, tanning agents
are added to convert the raw skin into leather. The most
commonly used tanning agent is chromium sulfate, but
alternatively, other sulfate salts can be applied, such as Ti,
Al, Fe, and Zn. In addition, vegetable or synthetic tannins
are used alone or in combination.'

Leather is a high-cost natural material that has a limited
demand depending on the meat industry. The size and
format of the leather piece are also limited and depend
on the animal origin. In addition, consumer concern with
animals and increasing environmental awareness have led to
the development of an alternative material, namely, syn-
thetic or artificial leather.”

Synthetic leather usually consists of a base textile
(a knitted fabric, woven or nonwoven), and a polymer is
applied to the fabric in the form of a lacquer or emulsion.?
The most commonly used polymer is polyurethane (PU),>*

but polyvinyl chloride (PVC) and polypropylene can be also
used.® Synthetic leather has applications in the manufacture
of footwear, garments, bags, furniture, upholsteries, cloth-
ing, appliances, electronic accessories, etc.*’

Currently, synthetic material has been improved and
exhibits an appearance and physical characteristics similar
to those of natural leather.” Studies have shown that, in
some cases, the physical properties of synthetic leathers,
such as the percentage of elongation and the stitch tear
strength, are even better than natural leather.? The advan-
tages of synthetic materials reside in the fact that they do
not exhibit defects, such as scars, wire scratches, fire marks
for identification of the animal, spots, burns, marks caused
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by insects, among others, common to natural leather.
Synthetic leather has standardized sizes and is available in
roll form, which reduces waste when making cuts of the
leather pieces and allows greater planning of the produc-
tion. Additionally, this material has a standardized thickness
and uniform color, and the cost is usually lower than natural
leather;® however, it has the disadvantages of low water
vapor permeability and poor dye fastness.>*®

Studies have been carried out to determine the elements
in natural leathers using inductively coupled plasma optical
emission spectrometry (ICP-OES),'>*'°  microwave-
induced plasma optical emission spectrometry,' ' instrumen-
tal neutron activation analysis,'? ultraviolet—visible (UV-Vis)
spectrophotometry,I3 laser-induced breakdown spectros-
copy (LIBS),'* and X-ray fluorescence (XRF).'® The use of
chemometric tools has been increasing in leather analysis,
especially in qualitative methods of determination involving
direct analysis techniques such as LIBS combined with prin-
cipal component analysis (PCA) and classification models,'®
near-infrared (NIR) and Fourier transform infrared (FT-IR)
spectroscopic methods associated with classification
models,I7 and NIR and chemometric tools.'®

These studies have shown that the analysis of natural
leather is being performed by several research groups and
involves different analytical methods and techniques; how-
ever, when searching in the literature about synthetic lea-
ther analysis, few studies have been performed. The
highlighted studies are as follows. In the first study,’ a micro-
fiber and PU synthetic leather were analyzed qualitatively
using FT-IR, scanning electron microscopy (SEM), and X-ray
diffraction. In the second study,® ICP-OES was used for the
determination of Al, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, and Zn in
artificial and natural upholstery leathers. In the third study,®

Sample 3

ORIGINAL

Sample 6 Sample 7

Sample 8
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synthetic leather samples were evaluated qualitatively using
SEM with an X-ray energy dispersive electron microana-
lyzer, micro-FT-IR, and microspectrophotometry, and the
analyte concentrations were evaluated by micro-XRF In
the fourth s'cudy,I9 lasers were used to create microholes
to improve the water vapor permeability in the PU syn-
thetic leather.

It is evident that the lack of studies about synthetic lea-
ther shows the need to evaluate this type of material. Thus,
the goal of this study was to determine the concentration
of metals in synthetic materials using ICP-OES and to
evaluate the use of direct analysis techniques, such as
LIBS and wavelength dispersive X-ray fluorescence
(WDXRF),ZO_23 in the qualitative analysis of these materials.
Principal component analysis was the tool used together
with the three techniques to assist in data exploration
and interpretation.

Materials and Methods
Samples

A set of nine different synthetic leather samples was
acquired from local markets in Brazil and Paraguay, and
the unitary cost varied from US$ 2.00 to US$ 7.00.
Images of the samples used in the experiments are shown
in Figure |. The samples comprise four belts (sample I:
black, sample 2: brown, sample 3: beige, and sample 4:
white), three wallets (sample 5: black, sample 6: brown,
and sample 7: beige), one cell phone case (sample 8:
black), and one purse (sample 9: black).

The sample surfaces were cleaned with a damp cloth, cut
into smaller pieces, and materials such as cardboard, paper,

Sample 9

Figure 1. Images of nine synthetic leather samples used in the experimental part: samples |—4 are belts, samples 5-7 are wallets,

sample 8 is a cell phone case, and sample 9 is a purse.
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adhesives, embroidery, and foam were removed before all
analyses. Samples were cut with a ceramic knife to the
approximate dimensions of 2.0cm x 3.0cm for LIBS and
WDXRF measurements and 0.3cm x0.3cm before
sample preparation for ICP-OES measurements.

Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectrometry

An ICP-OES spectrometer (iCAP 6000, Thermo Fisher)
with axial and radial viewings was used for the determin-
ation of elements. Nitric acid 65% w/w (Synth) purified
using a sub-boiling distillation system, Distillacid BSB-
939-IR (Berghof), and H,O, 30% w/w (Synth) were
employed for sample digestion. Deionized water
(resistivity > 18.2MQ - cm) was obtained using a Milli-Q
plus Millipore system (Bedford) and employed to prepare
all solutions and for dilution of standards and samples.
Argon (99.996%, White Martins-Praxair) was employed
for all the ICP-OES measurements for plasma generation
and the carrier gas. The element’s standard solutions were
prepared by dilutions of standards of 1000mg L™ Al, As,
Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb, Sb, Sr, Ti, and Zn
(Switzerland, Buchs SG, Fluka Analytical, Qhemis).

For sample preparation, the synthetic leather samples
were cut into small pieces (0.3cm x 0.3cm) and 0.200g
of the sample was weighed and used for chemical analysis.
Images of samples before digestion and ICP-OES analysis
can be seen in Fig. S| in the online Supplemental Material.
Samples were digested in triplicate using a hot block with
PFA (perfluoroalkoxy, Savillex) closed vessels equipped with
24 vessels of 50mL. The mineralization procedure was
accomplished with the use of 3.0mL of concentrated
HNO;3;, kept overnight for approximately [6h, and then
3.0mL of H,O, were added. The mixture was heated at
100°C for 180 min in a digester block. Digested samples
were filtered using a quantitative filter paper with slow fil-
tration for the fine precipitates (Unifil) and diluted to a final
volume of 30 mL with deionized water. The blank digest
was performed in the same way.

The calibration curves for all 17 elements evaluated
ranged as follows: 0.005-2mg kg~' for As, Cd, Co, Cu,
Mn, Ni, Sr, and Ti; 0.005-5mg kg~ ' for Pb, Sb, and Zn;
I-10mg kg~' for Al and Fe; and 0.1-50mg kg~ for Ba,
Ca, Cr, and Mg.

Due to the high concentration of Ca, Cr, and Mg in some
samples, it was necessary to perform an additional fourfold
dilution for Cr (samples 2-7) and Mg (samples I, 8, and 9)
and a |5-fold dilution for Ca (samples 14, 8, and 9).

The nine samples were digested with and without the
addition of standards to evaluate the accuracy of the ana-
lytical procedure. The following standard concentrations
were added, 1.5mg kg7I of Al, Ba, Fe, Pb, Sb, and Zn;
0.5mg kg~ of As, Cd, Co, Cu, Mn, Ni, Sr, and Ti; 10mg
kg~' of Mg; and 70mg kg~' of Cr and Ca.

923

Non-interfered emission lines were selected for each
analyte, and more details about this will be presented in
the Results and discussion section. The other operational
conditions of ICP-OES are shown in Table |. The analysis of
each of the nine samples was performed in six authentic
replicates, a triplicate with and a triplicate without the add-
ition of a standard.

The limits of detection (LODs) were calculated by three
times the standard deviation of 10 blank measurements
divided by the slope, and the limits of quantification
(LOQs) of the method were calculated by 10 times the
standard deviation of blank measurements divided by the
slope of the calibration curve.

Laser-Induced Breakdown Spectroscopy

The LIBS spectra were recorded using a J200 (Applied
Spectra) LIBS setup, Q-switched neodymium-doped
yttrium aluminum garnet (Nd:YAG) laser at 1064 nm for a
duration of 8 ns and at a frequency of I0Hz. A charge-
coupled device (CCD) spectrometer with six channels
registered the spectral information from 186 to 1042 nm
and the spectral resolution varied from 0.05 to 0.] nm for
all channels.

The instrumental conditions were previously optimized, '®
and all measurements were acquired by a laser pulse energy
of 90 mJ, a spot size of 50 um, a delay time of 1.9 us, and 100
spectra were recorded for each sample in raster mode (a
straight line). Before the LIBS analysis, cleaning of the
sample surface was performed also in raster mode and in
the same region (a line) with 100 laser pulses with 10 m) of
laser pulse energy and 250 um of spot size.

The investigated samples were directly fixed to the abla-
tion chamber using double-sided adhesive tape, and the
laser pulses were collected on both sides of each sample.
Images of samples in the ablation chamber are shown in Fig.
S2 (see Supplemental Material).

From LIBS, an average spectra corresponding to each
sample was obtained (average of 100 spectra), and the

Table 1. Operating instrumental conditions for the ICP-OES
determinations.

Operational
Instrument parameters conditions
Radio frequency applied power (kW) I.15
Integration time for low emission line (s) I5
Integration time for high emission line (s) 5
Sample introduction flow rate (mL min™") 2.1
Pump stabilization time (s) 5
Argon auxiliary flow rate (L min™") 0.5
Argon plasma flow rate (L min™") 12
Argon nebulizer flow rate (L min™") 0.7
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emission lines were identified using the atomic spectro-
scopic database of the National Institute of Standards and
Technology (NIST).%*

Wavelength Dispersive X-ray Fluorescence

The WDXRF measurements were performed with a
Perform-X ARL (Thermo Fisher) fitted with a Rh tube
with a maximum of 4200 W. Two detectors, a flow propor-
tional counter and a scintillation counter, register the
counts per second of the X-ray emission lines that corres-
pond to a crystal used, ranging from 0.124 A (LiF220) to
162.662 A (AX16c). In addition, four collimators (0.15 mm,
0.40 mm, 1.00 mm, and 2.60 mm) can be selected. In all the
element spectra acquisition, only the K, electronic transi-
tions were considered, and all samples were directly ana-
lyzed with an aperture of 10 mm diameter.

The spectra were obtained using 50kV, 50 mA, a 2 s
acquisition time, and a 0.4 mm collimator to obtain signals
from Al, As, Ba, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, Mg, Na, Ni, Pb, S, Sb, Si,
Ti, and Zn.

Results and Discussion

Chemical Composition of Synthetic Leathers
Using ICP-OES

Nine synthetic leathers (see Fig. | and Figs. S| and S2) were
analyzed by ICP-OES, and the concentrations of 17 elem-
ents are reported in Table Il. Calcium was the most abun-
dant element and showed concentrations from 770 + 24
(sample 7) to 11223344151 mg kg~' (sample 8); Cr and
Mg also showed high concentrations in all samples ranging
from 13+ | (sample 9) to 24732 +433 mg kg ' (sample 5),
and 16542 (sample 7) to 18834 +777mgkg ™' (sample 1),
respectively.

Some analytes were present in moderate amounts
in the samples as follows: Ba:<LOQ-4606+2I0;
Pb: 2.8+0.2-2484+160; Al: 147 +8-1607 £ 197; Fe:
130£9-1015+8l; Zn:<LOQ-528+18; and Sb:
224 1262 +27 mg kg~ '. However, the following analytes
had the lowest concentrations in the synthetic leather sam-
ples: Cu: <LOQ-163 £2; As: < LOQ-I12I + 6;
Sr:<LOQ-104+4; Ti:<LOQ48+£16; Cd: 4.1 +0.2-
27 + |; Mn: <LOQ-27 £ |, Co: <LOQ-3.940.I mg kg™
and Ni was at concentration levels lower than the LOD in
all the samples. These concentration values were signifi-
cantly different from one sample to another, which revealed
the enormous difference on chemical composition among
synthetic leathers.

The results for Co, Cr, Cu, Ni, and Zn are comparable
to another study previously performed by Aslan and
Uzum,” which analyzed 10 artificial upholstery leathers of
different colors from leather furniture manufacturers using
ICP-OES; however, the concentrations reported by the
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authors for Al (4.73+4.25), Cd (<LOD), and Pb
(<LOD) were different, being below those observed in
this study. These differences between the data are expected
because sample composition depends on industrial process
characteristics. These processes are related to materials
were used in the production as fabric, type of polymer
(PU, PVC, among others), and dyes, changing the chemical
composition of the samples evaluated in each study.

Table Il also presents differences in composition of sam-
ples considering the colors. For example, the sample 4,
a white leather (see Fig. | and Figs. S| and S2 for details),
presented a higher concentration of Al, Ba, and Ti than the
other samples. In addition, three black samples (1, 8, and 9)
contain a high content of Ca and Zn.

Table Il shows that potentially hazardous elements were
determined on synthetic leathers at maximum concentra-
tions (in mg kg~ ') of 27 % | for Cd (sample 8), 121 + 6 for
As (sample 8), 163 =2 for Cu (sample 7), 528 £ 18 for Zn
(sample 1), 2484 4 160 for Pb (sample 8) and 24732 +-433
for Cr (sample 5). As and the toxic metals Cd, Cr, Cu, Pb,
and Zn are dangerous elements harmful to human health
and the environment. These concentrations are high and
cause concern about the manipulation and use of synthetic
leather objects, mainly that present in this study due to the
low cost and easy access. These toxic elements can be
added to the synthetic leathers in production stages and
several can be found in chemicals, dyes, machinery, among
others.

The standards were added to all samples before sample
preparation to evaluate the accuracy. The recovery
ranged from 75% to 109% for all |7 elements, as observed
in Table Ill. In addition, the relative standard deviation
(RSD) values varied from 0.38% (Ni) to 9.3% (Fe), showing
the good precision of the results obtained. This procedure
was performed because commercial leather certified mater-
ial is not available.

Principal Component Analysis of Synthetic Leathers
using ICP-OES Data

Principal component analysis was performed for the three
techniques evaluated in this study (ICP-OES, LIBS, and
WDXRF) to verify the abilities of each one to distinguish
or to group the samples according to their chemical profile.
The software used for calculating the PCA data was
Pirouette version 4.5 (Infometrix).

Principal component analysis was used for exploratory
analysis, which lowered the dimensionality of data to allow
similar samples to be found in close clusters and different
samples to be separated from each other.?® The loadings
graph is an important tool used in association with the
graph of scores that shows the elements or variables
responsible for the grouping or separation in the graph of
scores.”® In the case of ICP-OES, PCA was applied to
the data sets of the concentrations of 16 elements
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Table Ill. Recoveries and RSD values (%, n = 3) for
analytes determination using ICP-OES.

Element Recovery (%) RSD (%)
Al 75 24
As 84 2.7
Ba 10l 0.76
Ca 109 73
Cd 99 0.45
Co 100 1.3
Cr 95 1.8
Cu 10l 42
Fe 102 9.3
Mg 98 1.3
Mn 101 0.68
Ni 98 0.38
Pb 85 2.6
Sb 97 2.7
Sr 10l 1.7
Ti 10l 1.3
Zn 99 0.93

(except Ni because it was below the LOD) in nine synthetic
leathers. The matrix rows are represented by nine samples
and the columns correspond to the concentrations of the
chemical elements (matrix 9:16). The data were autoscaled.

The PCA results are given in Fig. 2. The first three com-
ponents explained 83% of the total variance. The first prin-
cipal component (PCI) represented 40%, PC2 represented
23%, and PC3 accounted 20%.

The scores and loadings plot for PCIl versus PC2 are
shown in Fig. 2a and b and for PCI versus PC3 in Fig. 2c
and d. In this case, the PCA was applied for an exploratory
analysis to evaluate the samples, to visualize similarities in
the scores plot and to identify the analytes that reflects
possible discriminations in the loadings plot.

The score plots in Fig. 2a and ¢ show the similarity
between the chemical profiles of samples | and 9, 2 and
3, and among samples 5, 6, and 7 (see details in Fig. | and
Supplementary Figs. S| and S2). Compared to the other
samples, the samples 4 and 8 exhibited different chemical
profiles. Although synthetic leather samples are very differ-
ent from each other, especially inside the sample (see Fig.
SI), a correlation is observed between the black samples
(sample |, belt and sample 9, the purse), between two belts
(samples 2 and 3), and among the three wallets (samples 5,
6, and 7).

The loading plots in Fig. 2b and d indicate the elements
responsible for the grouping of the synthetic leather sam-
ples in the scores plot. Sample | is associated with Mg and
Zn concentrations. Sample 9 is associated with Mn and Sr.
Samples 2 and 3 are separated essentially by the Cr
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concentrations, that are surprisingly high and we did not
find a suitable explanation for this observation. Sample 4
(white belt) is separated by Ti, Ba, Al, and Fe. Samples 5, 6,
and 7 (wallets) are strongly associated with Co and Cu
concentrations, and sample 8 (cell phone case) is associated
with Sb, As, Pb, Cd, and Ca, confirming the high concen-
trations of the cited analytes in the samples. The scores and
loadings plot on PC2 versus PC3 shown similar results (see
Fig. S3).

Laser-Induced Breakdown Spectra of
Synthetic Leathers

Representative LIBS spectra of belts made of synthetic lea-
ther (samples |, 2, and 3) are presented in Fig. 3a to ¢, and
elements such as C, Cr, Ti, Mg, Ca, Na, H, K, and O are
present. Laser-induced breakdown spectra of the other syn-
thetic leather samples (4-9) are shown in Fig. S4. The dif-
ferent spectral line intensities of C, Mg, Cr, Ca, Ba, Ti, Na,
H, K, and O are present in the spectra of these samples.
Both samples sides presented similar signal profile and in
the further analysis, only the spectra obtained in the front
side were used.

All spectra of samples 1-9 demonstrate the variability in
the chemical profiles of the synthetic leathers studied, and
each sample has a particular elemental composition with
concentration differences. The Ca, Na, and K elements
are present in all samples evaluated, while Mg, Cr, Ti, and
Ba are present in most samples. The elements C, H, and O
appear only in sample |.

Principal Component Analysis of Synthetic Leathers
with the LIBS Data Set

In the exploratory analysis of the LIBS dataset, PCA
was calculated using the total spectral profile (12288 emis-
sion lines, from 186 to 1042 nm) and the peaks responsible
for separating the synthetic leather classes were identified
and associated with the compounds present in the samples.
The preprocessing of the dataset was normalized by the
individual norm and mean-centered. The calculated data
matrix (9 x 12288) corresponds to the nine synthetic
leather samples in the rows and the emission lines in the
columns. The PCA of the LIBS data sets was applied to
the average spectra of 100 laser pulses of each of the
nine synthetic leathers. The spectra of the samples were
evaluated with the goal of obtaining a global fingerprint, and
the results of the PCA scores and loadings for PCI versus
PC2 are given in Fig. 4. PCl and PC2 both have a total
variance of 72%, of which 52% is for PCI and 20% is for
PC2.

The samples were characterized essentially by PCI and
PC2 in the scores plot (Fig. 4a) and were classified into
three distinct groups: one of sample 7, one of samples 4
and 8 and a third cluster with the other samples. All other
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Figure 2. (a) PCA scores plot and (b) loadings plot for PCI versus PC2; (c) the scores plot and (d) loadings plot for PC2 versus PC3

datasets obtained by mineralization and analysis using ICP-OES.

samples (1, 2, 3, 5, 6, and 9) formed a single mixed cluster
mainly characterized by negative values in PC| and PC2.

In Fig. 4a, PCI discriminates the LIBS spectra of samples
4 and 8 with the positive scores, whereas PC2 discriminates
the LIBS spectra of sample 7 with the positive scores and
samples I, 2, 3, 5, 6, and 9 with the negative scores.

The loadings plots are shown in Fig. 4b (loadings for
PCl) and 4c (loadings for PC2). The loadings for
PCl show that the emission lines of Ca(l) and Na(l)
are correlated and presents positive loading values, while
the emission lines of Ti(l), Cr(l), Na(l), and K(I) are also
correlated, with negative loading values. Na(l) presents
positive and negative loadings. Samples 4 and 8 likely have
similar chemical profiles that correspond to the positive
values for Ca and Na in the loadings plot (Fig. 4b).

Figure 4c shows that emission lines of Ti(l), Cr(1), Ba(l),
and K(I) exhibit positive loading values and are correlated,
and the lines for C(l), Mg(ll), Ca(ll), Ca(l), and Na(l) are also
correlated in the loadings for PC2. Sample 7 possibly has a

different chemical profile than the others and together with
sample 4 was characterized by the positive values in PC2
that correspond to Ti(l), Cr(l), Ba(l), and K(l). Samples 1, 2,
3, 5, 6, and 9 were characterized by the negative values in
PC2 that correspond to C(l), Mg(ll), Ca(ll), Ca(l), and Na(l).
When comparing the PCA obtained using LIBS (Fig. 4)
and the PCA obtained using ICP-OES (Fig. 2), both
present similar behaviors in the scores plot. For example,
in Fig. 4a, samples | and 9, samples 2 and 3, and samples 5
and 6 are near each other, as shown in Fig. 2. However,
these samples are closer in the graph. Additionally, sample 7
was the only one that presented a difference due to the fact
that is not next to samples 5 and 6, as shown in Fig. 2.

Wavelength Dispersive X-ray Fluorescence Spectra of
Synthetic Leathers

Figure 3d to f show the WDXRF spectra of samples |, 2,
and 3, belts made of synthetic leather. The peaks that
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Figure 3. (a—c) LIBS spectra and (d—f) WDXRF spectra of samples 1, 2, and 3.

correspond to Pb, Zn, Fe, Cr, Ca, S, Si, Al, Ti, and Mg
are presented. The spectra of the other synthetic leather
samples (4-9) are shown in Fig. S5 and the other elem-
ents with Cu and Na are present in the spectra of these
samples.

The elemental composition of the samples varies from
one to the other, and the spectra show that only sample 7
presents Cu, and only sample 9 presents Na. Moreover,
some samples present Mg, Cr, Zn and Pb, but all present
Al, S, Si, Ca and Fe.
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using LIBS.

Principal Component Analysis of Synthetic Leathers
Using the WDXRF Data Set

The WDXRF spectra of samples obtained from the syn-
thetic leather were also investigated, and the PCA of
the dataset was employed. The data matrix (9 x 459)
corresponds to nine synthetic leather samples (rows)
and 459 wavelengths (columns). The dataset was mean-
centered before calculation. The elemental composition
of the samples related to the XRF fluorescence spec-
tra was used to obtain a fingerprint of the synthetic
leathers.

Figure 5a shows the scores plots for PCI versus PC2
obtained for the WDXRF spectra and both explain the
total variance of 88%. The samples were separated into
three groups and correlations between samples 2 and 3,
among 5, 6, and 7 and among samples 1, 4, 8, and 9 were
observed.

PCI discriminates the WDXRF spectra of samples 5-7
with positive scores and samples 14, 8, and 9 with negative

scores. This result indicates that samples 5, 6, and 7 are
similar and differ from the chemical composition of the
other samples.

Figure 5b and ¢ show the loadings plot for the first two
PCs. The loading plot for PCI (Fig. 5b) shows that Al, Cr,
and S are correlated with positive loading values and Ca, Fe,
Pb, Ti, and Si are also correlated with negative loading
values. This finding suggests that the concentrations of Al,
Cr and S are higher in samples 5, 6, and 7.

The loadings plot for PC2 in Fig. 5¢ shows that Ca, Cr,
Fe, Pb, S, and Si are correlated with positive loading values
and Mg, Ti, and Zn present negative loading values, being
correlated among them, which indicate that samples 2 and
3 (high PC2 scores values) have higher concentrations of
Ca, Cr, Fe, Pb, S, and Si.

Samples I, 4, 8, and 9 present similar behavior (clustered
in negative PC| and PC2 scores) and are associated with
Mg, Ti, and Zn (negative values in PC2 loadings) and asso-
ciated with Ca, Cr, Fe, Pb, S, and Si with negative values in
PClI loadings (see Figs. 5b and c).
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Figure 5. (a) PCA scores plot for PCI versus PC2; loadings plot for (b) PCI and (c) PC2 datasets obtained from the direct analysis

using WDXRF.

When comparing the PCA obtained using WDXRF
(Fig. 5) and the PCA obtained with ICP-OES (Fig. 2),
both present a similar behavior in the scores plot. For
example, in Fig. 5a, samples 2 and 3, samples 5, 6, and 7,
and samples | and 9 are near each other, as shown in Fig. 2.
However, the differences are that samples 4 and 8 are
similar to samples | and 9 in the PCA obtained by
WDXRF. This behavior is different from that of the PCA
obtained by ICP-OES, in which samples 4 and 8 differ from
all others.

In order to compare which elements were detected for
each of the three techniques evaluated in this study, Table
IV was constructed with the emission lines selected for
each analyte for measurements in ICP-OES, in addition to
the emission lines used to identify the elements in both
LIBS and in WDXRF spectra. Table IV shows that the elem-
ents at lower concentrations in the samples as As, Cd, Co,
Mn, Ni, and Sr were only detected using ICP-OES due to
high sensitivity of the technique (the only exception was
Ni). Molecular species such as H and O were only detected
using LIBS, whereas S and Si were only detected using
WDXRF. Ca, Cr, Mg (the three elements with the highest

concentrations in the samples), and Ti were detected by
the three techniques.

The results of this study show that ICP-OES gives more
information, mainly quantitative and for elements in low
concentration, about the samples compared with LIBS
and WDXRF. However, this is the first study that evaluates
the use of LIBS and WDXRF techniques in synthetic leather
samples. The use of these techniques is particularly import-
ant because they dispense with laborious sample prepar-
ation. When comparing with ICP-OES, both techniques
allowed reduction of the risks to the analyst because
toxic solvents and concentrated acids were not employed.
The only material used in LIBS was the double-sided tapes
used to fix the synthetic leathers in the ablation chamber,
there were no losses of analytes by volatilization, small
amounts of samples were necessary in the analyzes that
were very fast, and it was not necessary to use gases in
the both instruments. These attractive advantages aroused
attention to an initial chemical evaluation of synthetic lea-
thers by both LIBS and WDXRF even though in a qualitative
way, but always having ICP-OES as a reference, if quantita-
tive results are the goal.
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Table IV. Emission lines selected for ICP-OES determinations, emission lines used for identifying elements in LIBS and wavelengths
observed in WDXRF data of the nine analyzed synthetic leather samples.

Elements ICP-OES emission lines (nm) LIBS emission lines (nm) WDXRF wavelengths (A)
Al (1) 308.215? Not detected 8.27

As (1) 193.759¢ Not detected Not detected
Ba (1) 233.527¢ (Il) 493.41, (1) 553.55 Not detected
C Not determined () 247.86 Not detected
Ca (I1y 317.933° (1) 422.7, (1) 616.22 3.37

Cd (1) 226.502* Not detected Not detected
Co (Il) 228.615°¢ Not detected Not detected
Cr (1) 267.716° (1) 464.62, (1) 520.84 2.29

Cu (1) 327.396° Not detected 1.54

Fe (1) 238.204° Not detected 1.91

H Not determined () 656.28 Not detected
K Not determined () 766.4, (1) 769.89 Not detected
Mg (Il) 279.559¢ (Il) 279.55, (1) 285.21 9.43

Mn (I1) 260.569¢ Not detected Not detected
Na Not determined (1) 588.99, (1) 589.59 1.8

Ni (I1) 231.604" (all results were < LOQ, see Table II) Not detected Not detected
®) Not determined () 777.42 Not detected
Pb (Il) 220.353* Not detected .17

S Not determined Not detected 5.27

Sb (1) 206.833* Not detected Not detected
Si Not determined Not detected 7.09

Sr (I1) 228.200° Not detected Not detected
Ti () 336.121° (1) 499.95 2.74

Zn (Il) 202.548" Not detected 1.39

(1) atomic, (Il) ionic.
*Axial and radial.
®Only axial.

“Only radial.

Conclusion

Nine objects made of different synthetic leather materials,
including belts, wallets, a cell phone case, and a purse, were
analyzed quantitatively using ICP-OES and qualitatively
using LIBS and WDXREF. The samples were evaluated and
classified according to their elemental composition analyzed
by the three techniques combined with PCA.

The ICP-OES measurements were performed after min-
eralization of samples with a mixture of HNO; and H,0O,,
and the concentrations of the |7 elements were different in
each sample, but the application of PCA revealed which
elements have more influence in each sample.

A direct analysis was also performed using LIBS and
WDXRF. The spectra of the synthetic leathers obtained
by both techniques were processed and evaluated with
PCA. The results show similarities and differences among
the synthetic leather samples based on the elements con-
tained in the evaluated spectra.

The major advantage of LIBS and WDXRF over ICP-OES
means there is no need for sample preparation, no

consumption of toxic solvents or acids, no residue gener-
ation, and lower risks of contamination and analyte loss,
reducing analysis time and cost. The association of LIBS—
WDXRF with PCA proved to be useful, quick, and simple
tools to evaluate the chemical profile of samples of syn-
thetic leather. Using LIBS toxic element like Cr was
detected and WDXRF was able to detect Cr and Pb.

In addition, each of the nine samples evaluated in this
study had different chemical composition, such as analyte
type and concentration. These perceptions can be seen by
the quantitative and qualitative analysis of the leathers.
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