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RESUMO

O cabelo apresenta estabilidade elevada quanto a deterioracdo, que ocorre desde a
coleta até a analise, o que pode permitir um amplo periodo de investigacdo entre
alguns meses até anos. Nesse contexto, amostras de cabelo humano e sintético foram
analisadas utilizando as técnicas de Fluorescéncia de raios X por dispersédo de
comprimento de onda (WDXRF) e Espectroscopia de emissao oOptica com plasma
induzido por laser (LIBS). A ideia dessa tese de doutorado foi identificar variacées na
composicdo quimica que pudessem diferenciar estas amostras. Além disso, foi
efetuado nas amostras um procedimento de modificacdo estética comum como a
descoloracéo dos cabelos. Assim, o0 objetivo foi avaliar o cabelo antes e apés este
procedimento para abranger uma ampla representatividade destas amostras. A partir
das técnicas espectroanaliticas foi possivel obter perfis espectrais e correlacioni-los
com as amostras antes e apés o procedimento de descoloracdo dos cabelos. Outro
fato importante foi que os resultados mostraram a complementaridade entre as
técnicas, permitindo estabelecer uma impresséao digital para os diferentes tipos de
cabelo. Com a utilizagéo de técnicas quimiométricas foram desenvolvidos modelos de
classificacao, que apresentaram resultados promissores no que concerne as amostras

antes e apos o procedimento de descoloracédo do cabelo.

Palavras-chave: cabelo, WDXRF, LIBS, impressao digital e técnicas quimiométricas.



ABSTRACT

Hair has a high stability against deterioration, from collection to analysis, which may
allow a long period of investigation between a few months to years. In this context,
human and synthetic hair samples were analyzed by using Wavelength Dispersive X-
ray Fluorescence (WDXRF) and Laser-Induced Breakdown Spectroscopy (LIBS)
techniques. The idea of this PhD dissertation was to identify variations in the chemical
composition that could differentiate these samples. In addition, a common aesthetic
modification procedure, such as hair bleaching, was performed on the samples. Thus,
the aim was to evaluate hair before and after this procedure to encompass a broad
representation of these samples. From the spectroanalytical techniques it was possible
to obtain spectral profiles and to correlate them with the samples before and after the
hair discoloration procedure. Another important feature was that results showed the
complementarity between both techniques, allowing to establish a fingerprint for the
different types of hair. Using chemometric techniques, classification models were
developed, which presented promising results regarding the samples before and after

the hair bleaching procedure.

Keywords: hair, WDXRF, LIBS, fingerprint and chemometrics techniques.
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1 INTRODUCAO

O cabelo é considerado um biomaterial filamentoso constituido majoritariamente
por proteinas, tal como a queratina que representa entre 65 e 95% em massa da fibra
capilar. O crescimento do fio ocorre a partir de cavidades em forma de sacos chamado
foliculos. Cada foliculo contém componentes glandulares e musculares, responséaveis
por fornecerem material metabodlico necessario para o crescimento saudavel do
cabelo. O diametro de um fio de cabelo humano varia entre 15 e 120 um. Uma pessoa
adulta contém, em média, 15.000 fios de cabelo e o crescimento desses fio é de
aproximadamente 1 cm por més [1, 2].

O cabelo possui trés camadas essencialmente: (i) a cuticula é a camada externa
composta por varias subcamadas separadas por um complexo de células -
endocuticula, epicuticula e exocuticula, (ii) o cértex representa o principal componente
do cabelo, formado por um conjunto de células cilindricas denominado de matriz, local
onde fica situada a queratina e outras proteinas e (iii) a medula que constitui a camada
mais interna do foliculo e pode ser ausente em alguns tipos de fios, porém nao
acarreta em modificagdo da estrutura do cabelo [3, 4].

O ciclo de crescimento de um fio de cabelo humano consiste em trés estagios:
anagena, catagena e telégena. A anagena é a fase de crescimento e do
desenvolvimento do cabelo, onde o foliculo estd em contato com micronutrientes que
sdo transportados por capilares sanguineos. De maneira equivalente ocorre o
transporte dos componentes ndo endogenos na base do foliculo, expondo
externamente a epiderme a um contaminante, assim como, aos medicamentos e/ou
drogas ilicitas, os quais um individuo tenha consumido, mesmo gue esporadicamente.
A catagena é uma fase transitéria com duracdo de apenas algumas semanas, onde
néo ha replicacédo do bulbo germinativo dos foliculos, e entdo o cabelo comeca a entrar
na fase de repouso, conhecida como telégena. Nesta fase o cabelo cai, sendo
empurrado por um novo foliculo que nasce no mesmo local [5, 6].

Dessa forma, o cabelo tem sido utilizado como alternativa as outras matrizes
bioldgicas, tais como sangue, suor ou urina para monitorar a exposicado ambiental,
estimar a intoxicacao por metais, analisar o estado nutricional e diagnosticar doencas
em seres humanos [7, 8]. Outra particularidade atraente esta no fato deste tipo de

amostra possuir vantagens importantes, tais como simplicidade de amostragem,
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facilidade de armazenamento, de transporte e de manuseio. Ressalta-se também a
estabilidade elevada desta matriz analitica em relagdo aos processos de deterioracao,
desde a coleta até a analise, o que permite um amplo periodo de investigacdo entre
meses até anos o0 que revela um carater imprescindivel para a representatividade do
material durante o desenvolvimento de um método analitico para fins forenses [9, 10].

Em geral para este tipo de amostra, € frequente em encontrar na literatura
cientifica métodos laboriosos que exigem muitas etapas de preparo da amostra,
reagentes quimicos téxicos e efetuam a destruicdo da amostra, o que em muitos casos
comprometem a frequéncia analitica e a exequibilidade considerando custos de
reagentes e de instrumentagédo [11, 12].

Nesse contexto, a Fluorescéncia de raios X por dispersdao de comprimento de
onda (WDXRF) tem recebido apreciavel interesse, uma vez que oferece medidas néo
invasivas, rapidas e multielementares [13, 14]. Por outro lado, outra técnica
espectroanalitica tem recebido destaque como a Espectroscopia de emissdo Optica
com plasma induzido por laser (LIBS) que permite uma ampla faixa de deteccao
elementar que inclui além dos elementos inorganicos aqueles organicos, tais como C,
H, N e O [15, 16].

A WDXRF e a LIBS apresentam uma caracteristica primordial para as medidas
em amostras como a de objeto desta tese de doutorado, possibilidade de analise
direta da amostra, sem necessidade de reagentes ou procedimentos por via umida.
Tendo em vista que estes dados apresentam alta dimensionalidade, as ferramentas
quimiométricas podem contribuir para uma melhor interpretacdo e extracdo de
informacBes analiticas provenientes destes sinais [17, 18]. Assim, muitas questfes
relacionadas a caracterizacdo do cabelo humano podem ser elucidadas por meio das
duas técnicas analiticas. Logo, um estudo que possa avaliar a composi¢cao quimica
de amostras de cabelo humano com técnicas ndo-destrutivas e que proporcione a
proposicdo de modelos para a avaliagdo do cabelo humano se apresenta de grande

relevancia no contexto da Quimica Analitica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fluorescéncia de raios X por dispersdo de comprimento de onda
(WDXRF)

2.1.1 Historico da Fluorescéncia de raios X (XRF)

Em 1895, foi observado por Roentgen, trabalhando com tubos de descarga de
raios catodicos, a producéo de um tipo de radiacdo a qual denominou de raios X. Os
raios X sdo produzidos pela desaceleracdo de elétrons de alta energia e/ou transicao
de elétrons dos orbitais internos dos atomos. Assim, devido & sua descoberta,
iniciaram-se os estudos das linhas de emissao e suas relacdes com o0s elementos
quimicos [19-21].

Em 1911, o cientista C. G. Barkla estudou as séries de linhas de emisséo de raios
X caracteristicos quando um elemento € submetido a radiacdo X. Em 1912, M. Lanue,
juntamente com M. Fiedrich e P. Knipping, observaram a interferéncia dos raios X na
dispersédo de radiacdo por um cristal. Em 1913, W. H. e W. L. Bragg usaram raios X
para difracdo por cristais. Assim, Bragg interpretou a difracdo como uma reflexdo de
rede de planos selecionados em um cristal (Lei de Bragg). Neste mesmo ano, 0
cientista Henry Moseley, estabeleceu uma relagcdo entre a frequéncia das linhas
caracteristicas dos raios X emitidos por um elemento quimico e o niumero atbmico. A
partir dessa relacdo denominada lei de Moseley, iniciou a aplicacdo da espectroscopia
de raios X em analises quimicas. Ainda no ano de 1913, W. D. Coolidge introduziu a
utilizacé@o do filamento incandescente no tubo de raios X de alto vacuo e o cientista J.
Chadwick observou o espectro de raios X caracteristico obtido com particulas a [19-
21].

No ano de 1922, A. H. Compton explicou o efeito relacionado ao espalhamento
incoerente (Efeito Compton), ou seja, o féton de raios X incidente colide com um
elétron fracamente ligado a um orbital externo de um atomo, que resulta em uma
diminuicdo da energia do féton espalhado. No ano seguinte, os cientistas D. Coster e
G. von Hevesy identificaram o elemento quimico 72 (Hf), que foi o primeiro identificado
pelo espectro de raios X. Em 1928, Glocker e Schreiber foram os primeiros a aplicar

a espectrometria de emissbes secundarias de raios X, também conhecida como
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fluorescéncia de raios X. No ano de 1938, Hilger e Watts noticiaram o primeiro
espectrometro de raios X comercial, que foi desenhado por T. H. Laby. Por
conseguinte, em 1948, os cientistas H. Friedman e L. S. Birks construiram o primeiro
protétipo de um espectrébmetro comercial com tubo de raios X [19, 20].

Atualmente, a Fluorescéncia de raios X (XRF) é uma ferramenta de destaque em
andlise quimica elementar, onde a utilizacdo abrange desde a identificacdo quanto a
quantificacdo dos elementos quimicos constituintes de diferentes amostras, estejam
estas nos estados sdlido, liquido ou na forma de emulsdo e pés. Além disso, pouco

ou nenhum preparo de amostra é requerido para execuc¢ao da analise [21, 22].

2.1.2 Fundamentos da Fluorescéncia de raios X (XRF)

A XRF é uma técnica multielementar bastante difundida e consolidada tanto na
ciéncia quanto na industria, que permite identificar e determinar a concentragdo de
elementos presentes em amostras de diferentes origens [22].

O principio baseia-se no fendmeno fotoelétrico, ou seja, € necessario que elétrons
de camadas mais internas (camada K, por exemplo) sejam ejetados para que ocorra
a producao de raios X. A energia do féton deve ser maior que a energia com a qual o
elétron esta associado ao nucleo para que ocorra esse processo. Partindo deste
principio, em espectrometros modernos, feixes de raios X primarios contendo fotons
de energia suficiente sédo incididos sobre a amostra para “retirar’ elétrons das
camadas mais proximas ao nucleo, como K ou L. Por conseguinte, o decaimento
espontaneo dos elétrons mais energéticos ocorre para completar as vacancias
deixadas nas camadas mais internas, provocando a emissao de raios X secundarios

(ou fluorescentes), conforme pode ser observado na ilustragéo da Figura 1 [19-22].
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Figura 1 - llustracdo do processo de excitacdo por incidéncia de fonte de fétons de raios X, com
ejecao eletronica da camada K e emisséo secundaria (fluorescéncia) de fétons de raios X.

® Elétron ejetado

Incidéncia de da camada K

fotons de raios X

Fotons de raios X
secundarios
(fluorescentes)

Fonte: elaborada pela autora.

As mudancas de niveis energéticos podem ser provocadas por elétrons de alta
energia ou por fétons. As camadas sdo designados pelas letras K, L, M, N, entre
outras. As diferencas de energias entre os orbitais dos elétrons nos diferentes niveis

déo origem as radiagdes q, B, y, entre outras, conforme a Figura 2 [19, 20].

Figura 2 - llustracé@o para o diagrama de transi¢cfes eletronicas de um atomo.

® ® N

Y Lg

Fonte: elaborada pela autora.
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Assim, cada elemento tem linhas caracteristicas, resultantes das transi¢cfes
eletrdnicas no atomo. Tendo em vista que a diferenca de energia entre duas camadas
especificas é quantizada (ou seja, caracteristica de um elemento quimico em
particular), o foton emitido em uma dada relaxacdo sempre tera a mesma energia.
Consequentemente, os raios X fluorescentes podem ser classificados tanto pela
energia envolvida nestas transi¢cdes, principio da Fluorescéncia de raios X por
dispersdo de energia (EDXRF), quanto pela dispersdo de comprimento de onda
(WDXRF) [23].

2.1.3 Principio da Fluorescéncia de raios X por dispersao de

comprimento de onda (WDXRF)

A WDXRF é uma técnica em que a radiacéo fluorescente de cada elemento ocorre
em um determinado comprimento de onda e, cristais especialmente projetados sao
empregados para separar 0s varios comprimentos de onda por difragdo [13].

Na Figura 3, podem ser observados 0s componentes basicos de um
espectrometro de raios X para técnica de WDXRF constituidos por uma fonte de raios
X, 0 porta amostras, um cristal que separa os varios comprimentos de onda emitidos

pela amostra, um colimador que direciona o feixe de raios X secundério ao detector.

Figura 3 - Esquema ilustrativo dos componentes basicos em um equipamento WDXRF.

Amostra

= —

Detector Computacdor

Colimador

e<
26

Fonte de raios-X l:l

Cristal

Fonte: elaborada pela autora.
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Geralmente, os elementos rédio (Rh) e tungsténio (W) séo utilizados como fontes
de raios X, por permitirem a analise desde os elementos leves até os pesados [14].

Existem diferentes cristais que podem ser utilizados na WDXRF, como AXO03,
Gelll, LiF200. Obedecendo a lei de Bragg (equacéao 1), pode-se variar o angulo de
incidéncia no cristal simultaneamente ao detector, em termos de 20. Dessa forma, o
monocristal separa o feixe policromético de raios X em feixes monocromaticos
individuais [14].

nx A = 2d sen (0) Equacao (1)

Onde:
e N = numero inteiro (1, 2, 3, ...), denominado ordem da difracao;
e A =comprimento de onda da linha espectral (A);
e d = distancia do plano utilizado (A);

e ¢ = angulo de Bragg formado entre a direcédo do feixe incidente e o plano de atomos do
cristal difrator (°).

Segundo a lei de Bragg, quanto maior a distancia (d) associada ao plano
cristalografico utilizado, menor sera a distancia angular dos picos e, por conseguinte,
a resolucdo do espectro. Além disso, menor sera o angulo de Bragg para um dado
comprimento de onda emitido pela amostra. Dentro desse contexto, quando se utiliza
a WDXRF para explorar a composi¢cao elementar de uma amostra, devem-se escolher
cristais com valores de d grandes para elementos leves (Z < 14) e cristais com valores
de d pequenos para elementos pesados (Z > 14). Por exemplo, o cristal LiF(200),
possui o menor valor de espacamento interplanar d = 2,014 A, enquanto que o cristal
sintético RX75 possui 0 maior, d ~ 200 A. Dessa forma, uma adequada e ampla janela
de comprimentos de onda sera utilizada para deteccdo da composicdo quimica
elementar de uma determinada amostra. Em relacdo aos detectores, os principais
tipos utilizados séo: Flow Proportional Counter (FPC) e o Scintillation Counters (SC)
[14, 19, 21].

Um mesmo atomo pode apresentar mais de uma linha de emissdo de raios X.

Logo, um espectro de WDXRF para uma amostra multielementar sera a resultante da
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sobreposicao de tantos espectros quanto forem os elementos quimicos presentes na
amostra [13, 24].

2.1.4 Aplicagdes utilizando a Fluorescéncia de raios X por dispersao
de comprimento de onda (WDXRF)

A utilizacdo da técnica WDXRF tem ganhado expressivo destaque, pois as
amostras podem ser analisadas diretamente, isto é, raramente necessitando de preé-
tratamento. Nesse sentido, muitos métodos analiticos vém sendo desenvolvidos para
determinacado quimica elementar em diferentes tipos de amostras [13, 22].

Singh et al., quantificaram os elementos essenciais Na, Mg, P, S, Cl, K, Ca, Fe,
Cu e Zn, em amostras de sangue de pacientes acometidos por cancer de mama e
pessoas saudaveis através da técnica WDXRF. Sabe-se que o excesso ou a
deficiéncia de elementos essenciais, dentro do contexto da fisiologia humana pode
ser consequéncia de alguma doenca, dentre elas o cancer. Neste estudo, observou-
se que as concentracdes para todos os elementos analisados foram superiores nas
amostras de sangue nao saudaveis, com nivel de confianca de 95% [24].

O uso de amostras de cabelo para determinacdo da concentracdo de
micronutrientes € de grande interesse por muitos pesquisadores. Algum componente
presente no cabelo pode ser considerado um potencial biomarcador para diagnéstico,
acompanhamento e prevencao de doencas. Dentro desse contexto, Maziar et al. [25],
desenvolveram um método de deteccéo prévia de cancer de mama pela WDXRF em
comparacao ao método classico de mamografia. Em outro estudo, Siritapetawee et
al., selecionaram 30 amostras de cabelo, divididas em dois grupos: 15 amostras de
pacientes diagnosticados com algum quadro de deméncia e 15 de pessoas
saudaveis). Todas as amostras eram de pessoas sexagenarias. Como resultado, O,
S, Cl, Si, Ca, P, Mg, Al, Na, Fe e K foram encontrados em ambos os grupos. Porém,
elevadas concentracdes para os elementos Ca, Cl e P foram evidenciados em
amostras de cabelo para o grupo de pacientes com algum quadro de deméncia [26].

Bielecka e colaboradores, determinaram a concentracdo dos elementos
guimicos em amostras de cabelo humano a partir dos perfis espectrais provenientes
da técnica WDXRF. Nesse estudo, os valores percentuais da concentragcdo (m/m)
para os elementos quimicos foram: O (13.0 + 0.43), Na (0.051 + 0.007), Mg (0.022 +
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0.004), Al (0.012 £ 0.003), Si (0.029 + 0.005), P (0.014 + 0.004), S (3.70 + 0.06), CI
(0.0082 £ 0.0030), K (0.0015 + 0.0010) e Ca (0.138 + 0.011). Logo, estes resultados
evidenciaram a potencialidade da técnica WDXRF para o0 mapeamento da
composicdo quimica elementar de amostras de cabelo humano, inclusive para os
elementos O, Na, Mg e Al que possuem baixos nameros atébmicos, isto é, Z <14.
Portanto, observa-se que a técnica WDXRF apresenta-se como ferramenta analitica

sensivel a avaliacdo elementar de amostras de cabelo [27].

2.2 Espectroscopiade emissédo 6pticacom plasma induzido por laser
(LIBS)

2.2.1 Historico da Espectroscopia de emissdo O6ptica com plasma

induzido por laser (LIBS)

O laser é a fonte de radiacdo em um sistema LIBS. Dessa forma, a técnica LIBS
esta diretamente relacionada com o desenvolvimento da tecnologia dos lasers. Em
1958, foi apresentado o primeiro estudo sobre um laser operando na faixa do espectro
visivel por Shawlow e Townes [28]. Em 1960, o primeiro laser de rubi foi inventado por
Theodore H. Maiman. Dois anos depois, Brech e Cross detectaram, pela primeira vez,
0 espectro de um plasma induzido em um material vaporizado por um laser de rubi.
No entanto, para produzir o plasma e a emissao espectral subsequente foi empregado
uma fonte auxiliar. Em 1963, Debras-Guédon e Liodec publicaram o primeiro uso
analitico para analise espectroquimica de superficies. Maker et al., em 1964,
relataram a primeira observacdo da quebra induzida opticamente em um gas. No
mesmo ano, Runge et al., relataram sobre o uso de laser de rubi pulsado para
excitacdo direta de faiscas em metais. Em 1966, Evtushenko analisou o efeito de
faiscas de dois lasers e, namesma época, Young et al. descreveram as caracteristicas
das faiscas de ar induzidas por laser [15, 29].

No periodo de 1964 a 1967, os primeiros instrumentos baseados nessa técnica
foram desenvolvidos por Zeiss (Alemanha), Jarrell-Ash (EUA) e JEOL Ltd (Japéo) [15].
Porém, deve-se mencionar que nesses instrumentos, a energia do pulso do laser foi
empregada apenas para remover a amostra, seguido por excita¢cdo cruzada com uma
centelha convencional. No inicio dos anos 1980, a técnica comecou a ser difundida

para fins analiticos e surgiram estudos relatando a detec¢éo de Cl e F no ar, deteccao
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de Be em filtros de carvdo, andlise de aerossois, deteccdo de metais em ago e
deteccdo de U em solucao [29, 30].

No entanto, somente em meados da década de 1990, a técnica comecou a
despertar um maior interesse com o desenvolvimento de lasers mais estaveis e
robustos, sistemas Opticos de alta resolucdo em um amplo intervalo espectral e
detectores mais sensiveis que permitiram uma melhor resolugéo temporal.

Dessa maneira, com o passar dos anos, foi possivel observar um crescimento
exponencial no niumero de trabalhos publicados utilizando a técnica LIBS. A Figura 4
demonstra esse crescimento através de uma busca realizada na base de dados Web

of Science.

Figura 4 - Publica¢gBes anuais de artigos relacionados a técnica LIBS, desde 1990 até 2019,
baseado na base de dados Web of Science.
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Fonte: elaborada pela autora.

2.2.2 Principio da espectroscopia de emissédo O6ptica com plasma

induzido por laser (LIBS)

A técnica LIBS baseia-se na espectrometria de emissao éptica e emprega a
microamostragem por ablacdo por laser e formagdo de um plasma para a

determinacdo dos elementos quimicos presentes em uma amostra (sélida, liquida ou
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gasosa). O termo “breakdown” refere-se ao fendmeno relacionado a ruptura dielétrica
das ligagBes quimicas da amostra e a formagédo de um plasma [15, 31].

As medidas na LIBS podem ser influenciadas por alguns fatores: comprimento de
onda do laser, taxa de repeticdo do laser, energia do laser, spot size (area do pulso),
Outro fator importante é o delay time, que corresponde ao atraso do inicio do laser até
a abertura da janela (onde o sinal sera medido). Portanto, é o tempo necessario para
reduzir a emissdo do continuo, onde em seguida, ira iniciar a emissao idnica e depois
atdmica. A emissdo do continuo se da pelo processo Bremsstrahlung (colisbes de
elétrons com ions e atomos) e pela recombinacéo de elétrons com ions. Além disso,
as propriedades mecanicas, fisicas e quimicas da amostra, por exemplo,
condutividade térmica e coeficiente de absorcdo, sdo caracteristicas importantes na
realizacdo das andlises utilizando a técnica LIBS para o processo de ablacédo e,
consequentemente, ignicédo do plasma [32, 33].

A técnica emprega um feixe de laser pulsado que apresenta alta irradiancia, ordem
de W cm para pulsos com duracéo de nanosegundos (ns), que é focalizado sobre a
superficie da amostra, formando um plasma de alta temperatura (8.000 a 20.000 K).
Em seguida, ocorre o aquecimento da amostra e da origem aos processos de ablacéo.
A ablacao a laser é definida como ejecao de material da superficie de um alvo devido
aos processos de vaporizacdo e ionizacdo, 0os quais dependem da absorcdo de
energia da luz do laser pela superficie da amostra. Com o aumento da quantidade de
elétrons e ions na regido do material vaporizado, ocorre a ignicdo do plasma, o qual é
formado por uma mistura de atomos, ions e espécies quimicas tanto provenientes da

massa da amostra quanto da atmosfera ambiente, Figura 5 [32].

Figura 5 - llustracdo do processo de ablagédo por meio de uma fonte de laser.

Feixe de laser
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lonizagao
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Fonte: elaborada pela autora.
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A radiacao emitida pelo plasma € coletada por um sistema éptico e, em seguida,
transferida para um espectrémetro que dispersa as radiagdes emitidas pelas espécies
atdbmicas e idnicas presentes no plasma, gerando linhas de emissao caracteristicas
para cada elemento [34].

Para andlise espectral e deteccdo de sinal, podem ser utilizados uma grande
variedade de lasers, por exemplo, N2, COz2, KrF, XeCl, sendo que o mais empregado
é 0 de Nd:YAG (ion Nd3* incorporado no cristal de YAG - granada de itrio e aluminio),
pois fornece pulsos de laser de alta densidade de poténcia focalizada. Em geral, os
espectrometros sao equipados com detectores do tipo CCD e ICCD, que permitem
uma rapida analise multielementar, com maior seletividade espectral [33].

Na Figura 6, pode ser observado os componentes basicos de um equipamento
LIBS, constituido por uma fonte de laser, um conjunto 6ptico, uma unidade de

deteccdo e um computador para controle e processamento dos dados.

Figura 6 - Esquema ilustrativo dos componentes basicos em um equipamento LIBS.

Espelhos
Fonte de laser
Lentes
| ]\m i Coletor
L S Detector —/_Q
Espectrémetro
Computador Amostra

Fonte: elaborada pela autora.

Essa técnica oferece vantagens, tais como andalises multielementares em
tempo real, minimo preparo da amostra, boa resolucéo espacial e de profundidade,
eliminacdo de uso de gases para a formacao de plasma, baixa producao de residuos
com menor destruicdo da amostra e a possibilidade de detectar elementos com baixos
nameros atémicos como Li, Be, C, N e O [35]. No entanto, a LIBS apresenta algumas

limitacdes como, dificuldades na realizacéo de calibracdo devido a falta de materiais
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certificados disponiveis para os diferentes tipos de amostras e elevados limites de
detecgéo que dificultam a determinag&o quantitativa [36].

2.2.3 Aplicacdes em matrizes bioldégicas usando a espectroscopia de

emissédo optica com plasma induzido por laser (LIBS)

A andlise da composicdo elementar em matrizes bioldgicas €, usualmente,
realizada usando as técnicas analiticas, espectroscopia de absorcdo atdbmica (AAS),
espectrometria de emissao atdmica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES)
e espectrometria de massa com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS). Essas
técnicas requerem etapas de decomposicdo das amostras. Comumente, as amostras
sao convertidas em solucfes por meio de digestdes apos tratamento acido ou basico
e, em seguida, realizada a determinacdo da composicdo elementar. Dessa forma, a
capacidade da técnica LIBS na realizacdo de andlises diretas sem preparo da amostra
tem sido atraente em aplica¢gBes biolégicas empregando diferentes amostras, como
0sso0s, dentes, unhas, cabelos, entre outras [15, 16, 37].

Nesse contexto, visando avaliar a influéncia de processos fisicos post-mortem em
amostras de ossos, Tofanelli e colaboradores, compararam os dados obtidos pela
aplicacdo das técnicas LIBS e ICP-OES para determinacao de Ca, Zn, Ba, Mg e Sr.
Paratal, foram utilizados 8 amostras de 0ssos, que foram fragmentadas em 3 sec¢des:
A (sem tratamento), B (aquecida) e C (carbonizada). Os resultados desse estudo
mostraram que as concentracfes para a LIBS foram comparaveis aquelas obtidas
pela ICP-OES, com nivel de confianca de 95%. Os autores concluiram que a LIBS
consiste em uma atrativa alternativa para aplicacdes forenses [38]. Um trabalho
realizado por Kasem et al. avaliaram o comportamento entre os comprimentos de
onda de 1064 nm (IR) e 266 nm (UV) do laser nas flutuacbes elementares nos
espectros LIBS de quatro ossos arqueoldgicos da dinastia egipcia. No presente
estudo, os elementos Ca, Mg e Sr foram detectados. Os resultados mostraram que a
UV-LIBS apresentou menores percentuais de valores relativos de desvio-padréao
(m/m) em comparacgéo ao IR-LIBS, baseado em material de referéncia [39].

Um exemplo de aplicacdo da LIBS em amostras de dentes, foi proposto por
Hamzaoui et al. [40]. Os autores analisaram a composi¢cao elementar do esmalte e de
partes com caries de 13 amostras de dentes humanos. Nesse estudo, os resultados
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mostraram que atraves da técnica LIBS foram detectados os Ba, C, Ca, K, Mg, Na, P,
Sr e Zn nessas amostras. Além disso, foram comparadas as razdes de intensidade da
linha de emissdo de Ca ao P e ao Zn no esmalte e superficies cariadas. Essas
comparacdes mostraram que a perda mineral provocadas por caries é maior para o
Ca em relagdo aos elementos avaliados. Em estudo publicado por Thareja e
colaboradores [41], também foram analisados amostras de dentes saudaveis e com
caries. A avaliacdo dos resultados desse estudo para os espectros LIBS mostraram
linhas de emisséo para os elementos Na, Sr e Ca. Os autores afirmaram que utilizando
a técnica LIBS foi possivel distinguir entre as partes saudaveis e cariadas dos dentes.

Outro tipo de amostra que tem sido empregado na avaliagdo da composicéo
elementar por meio da técnica LIBS é a de unha. Assim, utilizando essa abordagem,
Harun et al. [42] determinaram a composi¢cdo elementar em amostras de unhas
normais e doentes (melanoniquia, leoconiquia e onicdlise) de homens e mulheres com
diferentes faixas etarias (adolescentes, jovens, adultos e idosos) por meio da técnica
LIBS. Nesse estudo, os autores observaram linhas de emisséo para os elementos Ca,
Mg, K, P, Al, Ti, O e Na. Entre as diferentes faixas etarias, foi observado uma
diminuicdo na intensidade para as linhas de emissao dos elementos Ca e K com o
aumento da idade. As linhas de emissdo para os elementos Ca, P, K e Al
apresentaram maior intensidade para as mulheres em comparacdo aos homens. A
respeito das doencas, os resultados para as unhas que apresentavam melanoniquia
exibiram linhas de emissdo com maior intensidade para o Ca e menor para o K.
Enquanto que a intensidade de todos os elementos na unha com onicdlise foi
ligeiramente menor que para a unha normal. Unhas com leuconiquia mostraram maior
intensidade para o elemento Mg em comparacdo com unhas normais. Os autores
afirmaram que a analise da composicao elementar de unhas normais e doentes pode
ser realizado utilizando a técnica LIBS, analisando os espectros de emissdo. Em
estudos semelhantes, Hamzaoui et al. [43] e Hosseinimakarem e Tavassoli [44],
também utilizaram a técnica LIBS para a avaliacdo de unhas patoldgicas e, Almessiere
et al. [45] analisaram unhas de pessoas com deficiéncia em vitamina D.

No que concerne a utilizagdo da técnica em analises de amostras de cabelos,
Corsi et al. [46] utilizaram CF-LIBS para avaliar a composi¢cao mineral do cabelo de
11 individuos com diferentes idades, géneros e cor do cabelo. Nesse estudo, 0s

autores observaram linhas de emissdo para C, Mg, Ca, Al, H, Na, N, K e O. Além
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disso, os autores realizaram a determinacdo de concentragbes relativas dos
elementos Mg, K, Ca, Na e Al, que apresentaram os valores de 210, 100, 580, 150 e
14 ppm, respectivamente. Assim, os autores relatam a possibilidade de intoxicacao
por aluminio. Também foi realizado a relacdo Na/K e Na/Mg entre as amostras de
cabelo estudadas dos 11 individuos. Para comparac¢do, o individuo A apresentou o
valor de 1,35 para a relagdo Na/Mg utilizando a CF-LIBS, enquanto que a técnica ICP-
MS apresentou o valor de 1,5. Dessa forma, estes resultados demonstraram o uso da
técnica CF-LIBS para a determinacdo da variacdo de elementos minerais em
amostras de cabelo.

Emara e colaboradores [47] também avaliaram o potencial da LIBS para a
determinacao de elementos tragcos em amostras de pelos de cavalo em comparacao
com a técnica AAS. Utilizando a técnica LIBS, foram detectados os elementos Na, K,
Ca, Mg, Si, Fe, Pb e Zn. Os autores também calcularam as concentracdes de massa
relativa para os elementos Fe e Zn baseado na concentragéo de C, empregado como
elemento de referéncia. Os valores percentuais para as concentracfes relativas de
massa utilizando a técnica AAS foram de 2,1% para Fe e 0,23% para Zn, enquanto
que empregando a técnica LIBS foram 1,78% e 0,26%, respectivamente. Assim, este
estudo mostrou o uso da LIBS como uma alternativa rapida, apresentando resultados
consistentes com 0s observados pela técnica AAS na determinacdo de elementos
tracos em amostras de pelos de cavalos.

Outra avaliagéo interessante usando a LIBS foi observada por Gondal e
colaboradores [48] na detec¢éo de cromo (Cr) em corantes capilares sintéticos. Nesse
estudo foram avaliadas 3 amostras de tinturas de cabelo da Ardbia Saudita. Os
autores utilizaram um equipamento LIBS com feixe de laser pulsado de 266 nm como
fonte de excitacdo e um espectrbmetro equipado com uma camara ICCD. Para a
calibracdo e também quantificacdo dos niveis de Cr nas amostras de tinturas capilares
foi utilizado a linha espectral de transicdo atdmica correspondente a 427,5 nm. Nesse
estudo, o limite de deteccédo para o cromo foi de 1,2 ppm. Os resultados desse estudo
foram validados usando a técnica analitica ICP-MS. Dessa forma, os autores
obtiveram resultados de concentracéo (ppm) para as amostras 1, 2 e 3, equivalente a
11, 9 e 5 para a técnica LIBS, e os valores 9,8, 8,1 e 4,6 para a ICP-MS,

respectivamente. Assim, estes resultados demonstram que a técnica LIBS pode ser
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aplicada para analise rapida do elemento Cr em produtos cosméticos utilizados para
mudar a cor do cabelo.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Este estudo de doutorado teve como objetivo geral a triagem da composicéo
guimica de amostras de cabelo humano levando em consideragao varios parametros
de origem e caracteristica das amostras, por meio das técnicas WDXRF e LIBS

combinadas com ferramentas quimiométricas.

3.2 Objetivos Especificos

v"Avaliar o potencial das técnicas WDXRF e LIBS para diferenciar as amostras de
cabelo humano;

v Utilizar os dados espectrais obtidos das técnicas espectroanaliticas combinados
com ferramentas quimiométricas para propor modelos de classificacao

multivariada para as amostras de cabelo humano.

4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Amostras

Amostras de cabelo humano foram coletadas em saldées de cabeleireiros da
cidade de Araraquara/SP e também, fornecidas por doadores voluntarios do 1Q/CAr
da UNESP. Neste estudo de doutorado, estas amostras foram denominadas de cabelo
original. As amostras foram coletadas seguindo o protocolo da Society of Hair Testing
(SoHT) que recomenda que o corte dos fios de cabelo seja efetuado a partir da regiao
posterior do vértice da cabeca; o mais proximo possivel do couro cabeludo [49]. J4,
as amostras de cabelo sintético foram adquiridas em mercado local (Araraquara/SP).

ApoOs a coleta das amostras foi necessario efetuar um procedimento de limpeza e
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descontaminacéo [50]. Assim, as amostras foram lavadas em trés etapas com dois
solventes diferentes: i) acetona (Neon comercial, Suzano/SP, grau analitico), ii) Agua

Milli Q™ e iii) acetona novamente.

4.2 Procedimento de modificagcdo estética das amostras

Nas amostras de cabelo humano descritas anteriormente foi realizado um
procedimento de descoloragao seguindo um procedimento como aquele efetuado em
saldes de cabelereiro. Para tal procedimento foi utilizado um kit comercial da Ivel
Industria de Perfumes e Cosméticos Ltda (Nova Iguacu, RJ, Brasil) que contém um
po descolorante e agua oxigenada 30 volumes e, apds a mistura dos produtos, cada
amostra foi exposta durante 40 minutos. Apds esta etapa, os fios de cabelo foram
lavados com um sab&o neutro e secos a temperatura ambiente durante 24 horas.
Assim, ap0s este procedimento de modificacdo estética, as amostras passaram a ser
designadas de cabelo descolorido. Todas as amostras foram estocadas a temperatura

ambiente em frascos plasticos inertes e descontaminados.

4.3 Conjunto amostral

O conjunto amostral foi constituido por 6 amostras de cabelo sintético, 64
amostras de cabelo original e 63 amostras de cabelo descolorido. As amostras F4A0H1
e F40H2 na Figura 8 foram representadas por uma Unica amostra de cabelo
descolorido, visto que tratava-se do mesmo doador com tipo de textura, diferindo
somente na cor do pigmento utilizado na tintura de hena. As 64 amostras de cabelo
original foram provenientes de 32 mulheres e 32 homens. Entre as amostras do
género feminino, 6 eram de individuos com idade entre 10 e 16 anos e as outras 26,
entre 18 e 68 anos. Ja aquelas do género masculino, 8 amostras eram de individuos
com idade entre 1 e 15 anos e as demais representaram a faixa etaria entre 22 e 69

anos.
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4.4 Preparo das amostras para as medi¢cdes espectrométricas

Cada amostra de cabelo foi representada por uma massa de 150 mg que foi
colocada em um molde de 13 mmd, e comprimida com a ajuda de uma prensa
hidraulica manual (GS15011, Specac, Orpington, Kent, Inglaterra) por 60 segundos a
8 kN, como mostrado nas Figuras 7 (A) e 7 (B). A Figura 7 (C) mostra as pastilhas de
cabelo apds a prensagem.

Figura 7 - Procedimento experimental para preparacédo da amostra: A) molde utilizado para
a conformacdo das amostras em forma de pastilha, B) prensa hidraulica manual e C)
pastilhas de cabelo, sendo (l) original e (ll) descolorido.

Fonte: adaptada de Santos, M. C; Speranca, M. A; Pereira, F. M. V. X-Ray Spectrometry
(2018, 47, p. 254).

A Figura 8 mostra uma imagem de todas as amostras de cabelo humano original
e descolorido, bem como as amostras de cabelo sintético apés a conformacéo do
material mostrada na Figura 7.

Na Figura 8, as legendas de cada amostra de cabelo humano séo representadas
pelas letras F e M para assinalar o género feminino e masculino, respectivamente. Os
nameros se referem as idades das pessoas doadoras. As amostras de cabelo originais
apresentavam diferentes naturezas quanto aos procedimentos cosméticos,
alisamento, tingimento e hena, designados pelas letras A, T e H, respectivamente. Ja
as amostras de cabelo sintético foram assinaladas com a letra S conforme as cores
loiro (L), preto com mechas loiras (M), preto (P) e vermelho (V). As amostras de cabelo
sintético na cor castanho apresentavam duas tonalidades, assim, foram designadas
como C1 e C2.
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Figura 8 - Imagem das amostras de cabelo, onde os nimeros correspondem a idade das
pessoas doadoras, as letras F e M para o género feminino e masculino, respectivamente.
A letra A representa cabelo com alisamento, letra T com tingimento e a letra H com hena.
As amostras de cabelo sintético foram assinaladas com a letra S conforme as cores:
castanho (C1 e C2), loiro (L), preto com mechas loiras (M), preto (P) e vermelho (V).

F25 F24A F21AT F20AT F18 F16AT F13T F12AT F12 F11 F10

© :
SR XL BT

b D
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19000000 -

M24  M23A M23 M22 M15 M13 M11 M1I0 M6 M4 M3

M38 M36 M35 M32 M30AT M29 M28 M27 M26 M25 M24A

4 243 34 § 44
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)

D
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Fonte: elaborada pela autora.
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4.5 Medi¢Oes utilizando WDXRF

Os espectros gerados pela WDXRF foram registrados utilizando um instrumento
ARL Perform’X WDXRF (Thermo Scientific, Madison, WI, EUA). Este equipamento
possui uma fonte de Rh para geracdo dos raios X sendo possivel ser operado na
poténcia maxima de 4.200 W.

As medicdes foram realizadas diretamente nas pastilhas de cabelo (Figura 8) sob
vacuo, utilizando uma corrente de 50 mA, uma tensdo de 50 kV e um colimador de
feixe com 10 mm de diametro. Para este estudo foram utilizados dois cristais
analisadores. O cristal LiF 200 que apresenta uma faixa de comprimento de onda entre
0,17 - 3,88 A, correspondente aos elementos K e U e o cristal AX03 com faixa entre
3,99 - 6,89 A entre O e Si, ambos com resoluc¢éo 0,01. Para as medidas com os dois
cristais foi utilizado o detector do tipo flow proportional counter (FPC).

O tempo de medicéo foi de 15 minutos por amostra. Um total de 3 leituras foi
realizado para cada amostra em dias diferentes. Dessa forma, o tamanho da matriz X
composta pelos dados brutos foi constituida por 399 linhas que correspondem as
amostras e 805 colunas correspondente aos comprimentos de onda. Para a
caracterizacdo das linhas de emissdo WDXRF foi consultada a base de dados do

National Institute of Standards and Technology (NIST).

4.6 Medicbes utilizando LIBS

As medic¢des LIBS foram realizadas utilizando um espectrometro comercial J200
(Applied Spectra, Fremont, CA, EUA). Este instrumento esta equipado com um laser
Nd:YAG (1064 nm) e um espectrometro CCD constituido de 6 canais, com faixa
espectral entre 186 e 1042 nm e pode ser operado com energia maxima de 100 mJ.

As condicdes experimentais utilizadas foram energia de pulso do laser de 80 mJ,
delay time de 0,5 us, spot size de 125 um, taxa de repeticdo do laser de 5,0 Hz com
fluéncia do laser estimada em 652 J cm?. Para as medicGes foi efetuado um
mapeamento de cada pastilha de cabelo que consistiu em 11 linhas com distancia de
4 mm entre uma e outra. Para cada linha foi incidido um total de 42 pulsos de laser,
gerando 42 espectros por linha e sendo gerado por cada face da pastilha, 462
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espectros, conforme ilustrado na Figura 9. Um total de 924 espectros foi adquirido
para cada amostra, sendo mapeadas ambas as faces da pastilha (superior e inferior).
Assim, o tamanho da matriz X para os dados brutos foi 122.892 linhas que
corresponde as amostras e 12.288 colunas correspondente aos comprimentos de
onda. O programa computacional Aurora (Applied Spectra) e a base de dados do NIST

foram utilizados para a identificagédo das linhas de emisséo.

Figura 9 - llustracdo do mapeamento na pastilha de cabelo realizado com a LIBS.

Fonte: elaborada pela autora.

4.7 Avaliacdo dos dados com ferramentas quimiométricas

Apoés a aquisicdo dos espectros, os dados brutos foram organizados em uma
matriz X, onde cada linha corresponde a uma amostra e as colunas correspondem as
variaveis (comprimentos de onda). Os dados gerados por meio da técnica WDXRF
foram representados em uma matriz de tamanho 399x805. Enquanto que para a LIBS,
o tamanho da matriz de dados foi 122.892x12.288.

Durante as medicbes podem ocorrer questbes relacionadas com a razédo
sinal/ruido influenciadas pela heterogeneidade da amostra e/ou flutuacbes do sinal.
Assim, 0 uso de estratégias de normalizacdo dos sinais espectrais pode minimizar
estes efeitos. Neste estudo de doutorado foi utilizada uma rotina computacional
“libs_treat” que calcula 12 modos de normalizagao nos dados brutos [51]. Esta rotina

foi calculada com o programa computacional Matlab R2015b (The MathWorks, Natick,
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MA, EUA). Com esta mesma rotina também € possivel identificar espectros outlier, ou
seja, espectros que apresentavam comportamento andmalo comparado aos outros
espectros. Dessa forma, para cada amostra foram calculados o desvio padréo, area,
méaximo e norma euclidiana. Assim, caso fosse detectado um espectro outlier (por
exemplo, desvio padréo igual a zero), este seria excluido do conjunto de dados e os
12 modos de normalizagdo seriam recalculados. A avaliagdo destes modos de
normalizacdo exige pelo menos dois sinais por amostra para calcular a média e a
soma. Os modos de normalizacdo da média e da soma sao descritos a seguir e podem
ser visualizados conforme mostra a Figura 10:

(1) os espectros sao calculados pela média do nimero de sinais espectrais;

(2) a norma euclidiana individual (o comprimento do vetor) é calculada para cada
espectro bruto e cada um é dividido por este valor. Em seguida, a média dos espectros
normalizados pela norma euclidiana individual é calculada;

(3) a &rea espectral individual (a soma de todos os sinais) € calculada e os dados
brutos sédo divididos por este valor. Posteriormente, a média dos espectros
normalizados pela area espectral individual € calculada;

(4) o méximo espectral individual (o sinal mais intenso) é identificado para cada
espectro e os dados brutos sdo divididos por este valor. Em seguida, a média dos
espectros normalizados pelo maximo espectral individual é calculada;

(5) aintensidade do sinal da linha C | 193,09 nm ¢€ identificada para cada espectro
e, em seguida, os dados brutos sao divididos por este valor. Posteriormente, a média
dos espectros normalizados pela linha C | 193,09 nm é calculada;

(6) aintensidade do sinal da linha C | 247,86 nm € identificada para cada espectro
e, em seguida, os dados brutos sao divididos por esse valor. Posteriormente, a soma
dos espectros normalizados pela linha C | 247,86 nm é calculada;

(7) os espectros séo calculados pela soma do nimero de sinais espectrais;

(8) a norma euclidiana individual é calculada para cada espectro bruto e cada um
é dividido por este valor. Posteriormente, a soma dos espectros normalizados pela
norma euclidiana individual é calculada;

(9) a area espectral individual € calculada para cada espectro bruto e os dados
brutos sao divididos por este valor. Posteriormente, a soma dos espectros

normalizados pela area espectral individual é calculada
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(10) o méximo espectral individual é identificado para cada espectro bruto e os
dados brutos sdo divididos por este valor. Posteriormente, a soma dos espectros
normalizados pelo maximo espectral individual é calculada.

(11) aintensidade do sinal da linha C |1 193,09 nm ¢é identificada para cada espectro
bruto e, em seguida, os dados brutos sao divididos por este valor. Posteriormente, a
soma dos espectros normalizados pela linha C |1 193,09 nm é calculada;

(12) aintensidade do sinal da linha C |1 247,86 nm ¢é identificada para cada espectro
e, em seguida os dados brutos sdo divididos por esse valor. Posteriormente, a soma

dos espectros normalizados pela linha C | 247,86 nm é calculada.
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Figura 10 - llustracdo dos modos de normalizacao utilizados nos dados obtidos pelas técnicas WDXRF e LIBS.
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Fonte: elaborada pela autora.
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Para os dados WDXRF foi utilizada uma adaptacdo dos modos de
normalizacdo, no caso nao foi possivel calcular aquelas relacionadas com as
linhas atémicas (1) de C 193,09 e 247,86, fornecidas somente pela técnica LIBS.

As andlises exploratorias foram realizadas com a técnica Principal
Component Analysis (PCA) utilizando o programa computacional Pirouette 4.5
rev. 1 (Infometrix, Bothel, WA, EUA). O pré-processamento empregado para
ambos os tipos de espectros foi a centragem na média.

Para a construcdo dos modelos de classificacdo foram utilizadas as
ferramentas quimiométricas k-Nearest Neighbor (kNN), Soft Independent
Modeling of Class Analogy (SIMCA) e Partial Least Squares Discriminant
Analysis (PLS-DA). Para isto, o conjunto de amostras foi dividido em 7 classes
com as seguintes denominacfes: tipo, género, tratamento, faixa etaria,
caracteristica, cor e fio. Cada classe foi subdivida em niveis conforme mostra a

Figura 11.

Figura 11 - Representacdo para as sete classes utilizadas na avaliacdo dos dados
WDXRF e LIBS.

[ SETE CLASSES }
| [ [ [ | [ [
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| | | ] | ' | ' |
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T 1 | | | T | | | |
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| | 1 |
Tingimento Idoso Crespo Vermelho
(10) ) 17 @
| | | |

Alisamento
g G“g"“
(10) '
Castanho
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Fonte: elaborada pela autora.

O algoritmo Kennard-Stone [52] foi utilizado para selecionar as amostras que
compuseram 0s conjuntos de treinamento e de validacéo.

O desempenho dos modelos de classificacéo foi avaliado com as seguintes
figuras de mérito: exatidao, sensibilidade, especificidade e taxa de falso alarme
[53]. Estes parametros sdo expressos em porcentagem e estdo definidos nas

Equacoes de (2) a (5) a seguir:
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VP+VN Equacao (2)

Exatidao: m
L _ Equacéo (3)
Sensibilidade: VPTFN
e . Equacéo (4)
Especificidade: VNGFP

Equacéo (5)

me:
Taxa de falso alarme CPTUN

Onde:

e Verdadeiro Positivo (VP): a amostra que pertence a uma classe e que foi
classificada corretamente como pertencente a esta classe;

e Falso Negativo (FN): a amostra que pertence a uma classe e que foi
classificada como pertencente a outra classe que ndo é a verdadeira, ou
ainda, como se nao pertencesse a nenhuma classe.

e Falso Positivo (FP): a amostra que ndo pertence a uma determinada classe
é classificada como se pertencesse a esta classe;

e Verdadeiro Negativo (VN): a amostra que nao pertence a uma classe é
classificada como pertencente a outra classe que ndo é a verdadeira, ou

ainda, como se nao pertencesse a nenhuma classe.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Informacdes analiticas geradas com a WDXRF

A Figura 12 mostra os espectros registrados para amostras de um mesmo
cabelo humano com cor castanho antes (cabelo original, linha verde) e apés a
modificacdo estética (cabelo descolorido, linha laranja). As linhas de emissao
detectadas foram para os seguintes elementos quimicos: Zn (1,43 &), Cu (1,54
R), Fe (1,94 A), Ca (3,36 A) e K (3,74 A). Além disso, também foi observada a
presenca de uma linha de fluorescéncia Ka de alta intensidade parao S (5,37 A)
para todas as amostras de cabelo humano. Duas linhas Ka e K@ para o Rh sao
verificadas devido a varredura XRF ter sido efetuada de forma sequencial em
dois cristais diferentes. Os espectros da Figura 12 estao unidos, entretanto foram
gerados separadamente.
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Figura 12 - Perfil de espectros WDXRF para uma amostra de cabelo humano com
cor castanho antes (cabelo original, linha verde) e ap6s a modificacao estética (cabelo
descolorido, linha laranja).
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Fonte: adaptada de Santos, M. C; Speranca, M. A; Pereira, F. M. V. X-Ray
Spectrometry (2018, 47, p. 254).

Na avaliacdo dos espectros para as amostras de cabelo sintético foi
observado o mesmo perfil espectral independentemente da cor, conforme
mostrado na Figura 13. No espectro destas amostras foi observado linhas Ka
(0,62 A) e KB (0,55 A) para o elemento Rh com o cristal LiF200 que abrange a
regido espectral de K a U (0,17 - 3,88 A) designado pelos nimeros 2 e 1,
respectivamente (Figura 13). Com outro cristal AX03 que engloba entre O e Si
(3,99 - 6,89 A) foi observado para este mesmo elemento as linhas Ka e KB nos
comprimentos de onda de 4,61 A (nimero 5) e de 4,37 A (nimero 4), conforme
pode ser observado na Figura 13. Além disso, também foi possivel observar a
presenca do Fe, representando pelo numero 3, que pode estar relacionado a
composi¢do das tinturas comerciais utilizadas no processo de tingimento dos

cabelos.
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Figura 13 - Perfil de espectros WDRXF para as amostras SC1 (linha marrom), SC2
(linha azul, SL (linha amarela), SM (linha violeta), SP (linha preta) e SV (linha
vermelha). O numero 1 corresponde ao Rh KB 0,55, nimero 2 ao Rh Ka 0,62, numero
3 ao Fe Ka 1,94, niimero 4 ao Rh KB 4,37 e o nimero 5 ao Rh Ka 4,61.
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Fonte: elaborada pela autora.

Em consequéncia da ampla informacéo proveniente dos espectros gerados
pela WDXRF e LIBS, a utilizacdo de técnicas quimiométricas tais como a PCA
se torna de grande valia para uma melhor visualizacao e interpretacéo dos dados
[54]. A PCA amplifica as informacfes; visto que com a reducdo da
dimensionalidade dos dados originais pela construgdo de um novo conjunto de
dados (vetores de base) sendo, simultaneamente, originado um conjunto de
novas variaveis linearmente independentes, a visualizacdo dos dados se torna
de interpretagdo mais facil. O vetor base corresponde a novos eixos que sao
representados pelas Principal Components (PCs). Os novos eixos gerados sao
ortogonais entre si e ordenados de acordo com a variancia explicada em ordem
decrescente [54, 55].

Ap0ds os calculos das 8 normalizagdes foram calculadas PCA’s para observar
a melhor discriminagdo das amostras. Assim, com o auxilio da PCA notou-se
gue a as amostras foram melhor discriminadas com a utilizacdo da normalizacéo
pela norma euclidiana. O critério utilizado foi a visualizacdo dos scores pela PC1

que é a componente de maior variancia explicada. Logo, todos os dados
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apresentados a seguir serdo aqueles normalizados pela norma euclidiana. Apos
a normalizagéo, a dimenséo da matriz X foi 133 amostras e 805 variaveis.
Neste contexto, foi realizada também uma PCA para avaliagdo da classe fio
composta pelos niveis natural e sintético. A representacéao grafica deste conjunto
foi definida por duas componentes principais, PC1 e PC2, apresentando uma
variancia explicada total de 98% (Figura 14). Além disso, com os loadings
verificou-se a influéncia do espalhamento da radiacdo X visualizado na regiao
espectral do Rh (losangos pretos) nas amostras de cabelo sintético. As linhas de
emissao Ka para Ca (quadrados pretos), K (tridngulos invertidos pretos) e S

(estrelas pretas) estéo correlacionadas com aquelas de cabelo humano.

Figura 14 - Gréficos de scores e loadings para as amostras de cabelo humano e
sintético usando a média do perfil completo dos espectros WDXRF normalizados com
a norma euclidiana; 133 amostras e 805 variaveis.
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Fonte: adaptada de Santos, M. C; Speranca, M. A; Pereira, F. M. V. X-Ray
Spectrometry (2018, 47, p. 255).

A a-queratina € o principal componente das fibras de cabelo humano que,
apresenta o aminoacido cisteina como fonte basica para formacdo e
desenvolvimento do cabelo, enquanto que o Ca desempenha um papel

importante no crescimento [56]. Dessa maneira, a presenca de S e Ca podem
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ser associadas tanto as presencas de a-queratina, rica em cisteina [57] quanto
ao calcio ligado as proteinas (denominadas S100A3), que proporcionam
integridade estrutural as fibras do cabelo [58], conforme pode ser observado na

Figura 15.

Figura 15 - Representacdo da formula estrutural para o aminoacido cisteina (A) e a
ligacédo da proteina S100A3 com ions Ca?" (B), bem como o sitio de ligacédo do ion
Ca?* no interior da proteina S100A3 (C).
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Fonte: elaborada pela autora.

Elementos leves, tais como C, H e O, ndo séo passiveis de serem medidos
neste tipo de instrumento, visto que estes elementos apresentam baixos
coeficientes de absorcdo para a radiacdo X. Em outras palavras, como estes
elementos ndo absorvem a radiacdo X, o que ocorre é o espalhamento desta
gue é visualizada nas linhas de emisséo do Rh constituinte da fonte de excitacéo
correspondente a Ka (0,62 A), KB (0,55 A), bem como, Ka (4,61 A) e KB (4,37 A),
conforme foi detalhado na Figura 12 [59, 60].

Nessa parte do estudo, as amostras de cabelo sintético ndo foram incluidas
no conjunto de dados para observar 0 comportamento entre as amostras de
cabelo humano e as demais classes investigadas. Além disso, permitir uma
melhor visualizacdo dos elementos quimicos importantes para essas amostras.
A Figura 16 mostra uma PCA calculada a partir do conjunto de dados composto
por 127 amostras (excluidas as amostras de cabelo sintético) e 805 variaveis,
com este grafico foi possivel verificar que ocorreu uma tendéncia de separacéo
entre as amostras conforme o tipo de cabelo, original e descolorido dentre as 7

classes sob investigacéao.
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Figura 16 - Gréficos de scores e loadings para as amostras de cabelo (O) e (D)
usando a média do perfil completo dos espectros WDXRF normalizados com a norma
euclidiana; 127 amostras e 805 variaveis.
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Fonte: adaptada de Santos, M. C; Speranca, M. A; Pereira, F. M. V. X-Ray
Spectrometry (2018, 47, p. 255).

A regido de espalhamento da fonte de raios X néo influenciou a diferenciagao
das amostras, confirmando que esta regido do espectro estava relacionada
somente com a composicdo quimica dos fios sintéticos. Uma descoberta
interessante foi a importancia do K para as amostras de cabelo descolorido. Este
fato foi correlacionado ao composto persulfato de potassio, um dos compostos
qguimicos oxidantes do kit comercial utilizado no procedimento de descoloracéo
realizado nas amostras. A Figura 17 apresenta a formula estrutural do composto

persulfato de potéassio.
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Figura 17 - Férmula estrutural para o composto persulfato de potassio.
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Fonte: elaborada pela autora.

Para verificar a possibilidade de uma separacdo mais evidente entre as
amostras foi realizada uma selecao de variaveis utilizando aquelas com valores
de loadings acima de zero. A dimenséo da matriz X passou a ser de 127 linhas
x 183 colunas. Os elementos quimicos mais importantes para a discriminacao
deste conjunto de dados, como mostrado na Figura 18, foram K para as amostras
de cabelo descolorido, as linhas Ka de Ca (quadrados pretos), Fe e Rh, e
também a linha KB do S influenciaram as amostras originais, estes trés ultimos

elementos foram denotados como losangos.
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Figura 18 - Gréficos de scores e loadings para as amostras de cabelo (O) e (D)
usando a média do perfil completo dos espectros WDXRF normalizados com a horma
euclidiana e as linhas Ka selecionadas de Ca, Fe, Ke Rh e KB de S; 127 amostras e

183 variaveis.
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Fonte: adaptada de Santos, M. C; Speranca, M. A; Pereira, F. M. V. X-Ray
Spectrometry (2018, 47, p. 255).

Neste conjunto de dados apenas uma amostra (M41) marcada como original
nao foi discriminada, e a explicacdo pode estar relacionada ao fato da mesma
conter fios grisalhos que apresentam consisténcia densa e auséncia de
pigmentos que originam a cor na estrutura do fio [61]. Para este conjunto de
amostras, um total de 42 amostras apresentaram alta correlacdo para o Fe,
sendo 5 amostras de cabelo com tingimento, 4 com alisamento, 5 com
alisamento e tingimento e, as 28 restantes foram aquelas designadas como
virgem (sem tratamento cosmético). A cor do cabelo dessas amostras era preto
(21), loiro (4) castanho (11) e grisalho (6). A presenca do Fe na discriminacdo
das amostras de cabelo original pode ser associada ao fato deste elemento
existir principalmente em formas coordenadas em diferentes proteinas, como
hemoglobina ou mioglobina, que estdo presentes no sangue [62]. No estudo

desenvolvido por Wei et al., confirmaram que procedimentos cosméticos, tais
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como tingimento, podem elevar os niveis de concentracdo dos seguintes metais,
Fe, Cu, Mg, Ni e Cd na cuticula do cabelo [63].

Tendo em vista que o cabelo humano possui uma estrutura complexa e
procedimentos cosmeéticos podem promover alteracdes na conformacéo e nos
pigmentos naturais [64, 65], realizou-se uma PCA com o conjunto de dados
composto por amostras com dois procedimentos cosmeéticos (alisamento e
tingimento) no mesmo fio, representado pelos circulos na cor ciano, e as
amostras de cabelo descolorido representado pelos circulos laranjas, Figura 19.
A variancia total observada na PCA para as PCs 1 e 2 foi de 79%, usando 805
variaveis independentes. Por meio do grafico de loadings, as variaveis
importantes foram aquelas relacionadas com o espalhamento da fonte de Rh Ka
(0,62 A), bem como, aos elementos Cu e S. A deteccido de Cu pode ser
associada a presenca desse elemento na composicdo de diferentes tinturas e

tratamentos cosméticos [64].
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Figura 19 - Gréficos de scores e loadings para as amostras de cabelo (A) e (T) e para
as mesmas amostras de cabelo (D) usando a média do perfil completo dos espectros
WDXRF normalizados com a norma euclidiana; 20 amostras e 805 variaveis.
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Fonte: adaptada de Santos, M. C; Speranca, M. A; Pereira, F. M. V. X-Ray
Spectrometry (2018, 47, p. 256).

O procedimento cosmético que envolve a mudanca na cor do cabelo com
tinturas merece destaque, uma vez que é uma importante area da industria
mundial de cosméticos. De modo geral, as tinturas de cabelo sao classificadas
em naturais e sintéticas. As naturais sdo, em geral, a base de hena sendo
extraidas das folhas da planta Lawsonia inermis [65, 66]. As tinturas sintéticas
podem ser classificadas de acordo com o tempo de fixacdo no cabelo em
temporaria, semipermanente e permanente [65 - 67].

Deste modo, também foi avaliado o conjunto de dados constituido por 19
amostras com amostras de cabelo com tingimento (circulos roxos) e as mesmas
amostras apés o procedimento de descoloragéo (circulos laranjas), conforme
pode ser observado na Figura 20. O resultado da PCA mostrou uma variancia
explicada de 72% utilizando toda a faixa espectral (805 variaveis). Os dados de
loadings evidenciaram que o Ca contribuiu para a discriminacdo dos cabelos
tingidos com valores positivos para PC1. A linha de emisséo do S foi importante
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para ambas as amostras e o K também contribuiu para a discriminacao das

amostras de cabelo descolorido.

Figura 20 - Graficos de scores e loadings para as amostras de cabelo (T) e (D) usando
a média do perfil completo dos espectros WDXRF normalizados com a norma
euclidiana; 19 amostras e 805 variaveis.
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Fonte: adaptada de Santos, M. C; Speranca, M. A; Pereira, F. M. V. X-Ray
Spectrometry (2018, 47, p. 256).

Os dados da WDXRF juntamente com a PCA foram capazes de verificar
tendéncias entre diferentes procedimentos cosmeéticos para estas amostras de

cabelo.

5.2 Informac@es analiticas geradas com a LIBS

O primeiro ponto importante é avaliar a homogeneidade das amostras a partir
dos espectros adquiridos apés o mapeamento das pastilhas de cabelo. Uma vez
gue estes espectros foram medidos em ambas as faces das pastilhas (superior
e inferior). Para esta avaliacao foi realizado uma andlise exploratoria com a PCA,

como pode ser verificado na Figura 21.
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Figura 21 - Gréficos de scores e loadings para cada face das amostras de cabelo (O)
e (D) usando a média do perfil espectral LIBS; 266 amostras e 12.288 variaveis.
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Fonte: elaborada pela autora.

A partir desta andlise foi possivel inferir com o auxilio do gréafico de scores
que ndo ha distincdo entre os espectros da face superior (circulos cinzas) e da
face inferior (circulos brancos). Dessa maneira, foi confirmada a homogeneidade
das amostras e, assim, foram utilizados todos os espectros registrados durante
o0 mapeamento das duas faces de cada pastilha de cabelo para a avaliacdo das
normalizacbes e das 7 classes quanto a discriminagdo mais evidente entre as
amostras com maior variancia explicada. Desta forma, a melhor normalizacao
para os espectros LIBS foi a média e a classe mais promissora foi também
aguela representada pelo tipo de cabelo, original e descolorido, conforme
verificada com a WDXRF.

Na Figura 22 podem ser verificadas as linhas de emisséo LIBS para uma
amostra de cabelo humano na cor preta (cabelo original, linha verde) e a mesma
amostra apos o procedimento de modificacdo estética (cabelo descolorido, linha
laranja). A identificagdo numérica apresentada corresponde: namero 1 ao
elemento quimico C | 247,85, numero 2 ao Mg Il 279,55 e 280,27, numero 3 ao
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Call 393,36 e 396,84, numero 4 ao Ca 1 422,67, numero 5 ao H |1 486,13, numero
6 ao Ca | 526,90, numero 7 ao Ca | 559,20, numero 8 ao Na | 588,99 e 589,59,
ndamero 9 ao Ca | 616,21, numero 10 ao H | 656,30, numero 11 ao N | 742,36,
744,23 e 746,83, numero 12 ao K |1 766,49 e 769,89, numero 13a0 O |1 777,19 e
777,42, nimero 14 ao N |1 821,63, numero 15 ao O |1 844,63 e o numero 16 ao N
| 868,02. Os simbolos () e (ll) representam linhas atdbmicas e idnicas,

respectivamente.

Figura 22 - Perfil de espectros LIBS para uma amostra de cabelo (O) preto e a mesma
amostra de cabelo (D). Para as linhas atbmicas, numero 1 corresponde ao elemento
quimico C; 4,6, 7e9ao0Ca; 5e10aoH; 8ao Na; 11,14 e 16 ao N; 12 a0 K, 13 e 15
ao O. Para as linhas i6nicas, o nimero 2 corresponde ao Mg e o 3 ao Ca.
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Fonte: elaborada pela autora.

A presenca de C, N, H e O pode estar associada as proteinas presentes no
cabelo que sdo formadas principalmente por aminoacidos, como arginina,
cisteina, lisina. [68, 69]. Magnésio e calcio, em geral estdo ligados as moléculas
de proteinas presentes no cabelo, auxiliando no fortalecimento e crescimento
das fibras capilares [58].

A Figura 23 apresenta 0s espectros LIBS para as amostras de cabelo
sintético nas cores castanho 1 (SC1, linha marrom), castanho 2 (SC2, linha azul),
loiro (SL, linha amarela), preto com mechas loiras (SM, linha violeta), preto (SP,

linha preta) e vermelho (SV, linha vermelha). A numeragéo de 1 a 13 equivale as
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linhas atbmicas e ibnicas dos elementos, sendo representadas pelos simbolos
() e (1), respectivamente. Assim, o numero 1 corresponde ao C | 247,85, nUmero
2 ao Mg Il 279,55 e 280,27, numero 3 ao Ca Il 393,36 e 396,84, niumero 4 ao Ca
| 422,67, numero 5 ao Ca | 526,90, numero 6 ao Na | 588,99 e 589,59, numero
7 ao H | 656,30, numero 8 ao N | 742,36, 744,23 e 746,83, numero 9 ao K |
766,49 e 769,89, nimero 10 ao O | 777,19 e 777,42, numero 11 ao N | 821,63,
ndmero 12 ao O | 844,63 e o numero 13 ao N | 868,02.

Figura 23 - Perfil de espectros LIBS para as amostras SC1 (linha marrom), SC2 (linha
azul), SL (linha amarela), SM (linha violeta), SP (linha preta) e SV (linha vermelha). O
namero 1 corresponde ao elemento quimico C; 4e 5ao Ca; 6 ao Na; 7aoH; 8, 11 e
13 a0 N; 9 ao K; 10 e 12 ao O, referente as linhas atbmicas. Para as linhas idnicas,

Mg e Ca pelos nimeros 2 e 3, respectivamente.
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Fonte: elaborada pela autora.

A partir da avaliagdo dos espectros LIBS para as amostras de cabelo
sintético, Figura 23, pode ser verificado um perfil espectral similar entre estas
amostras, independentemente da cor, com diferencas entre as intensidades de
alguns elementos, como exemplos as linhas atdmicas (I) para C, Na e O,
representados pelos niameros 1, 6 e 10, respectivamente.

Na Figura 24 pode ser observada as linhas de emissdo para uma amostra
de cabelo humano na cor preta (cabelo original, linha rosa) e uma amostra de

cabelo sintético também na cor preta (linha azul), em que foi possivel perceber
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um perfil semelhante entre essas amostras. A identificacdo numérica
apresentada corresponde: numero 1 ao C | 247,85, nimero 2 ao Mg Il 279,55 e
280,27, nimero 3 ao Ca Il 393,36 e 396,84, numero 4 ao Ca | 422,67, numero 5
ao H1486,13, numero 6 ao Ca | 526,90, numero 7 ao Ca | 559,20, numero 8 ao
Na | 588,99 e 589,59, numero 9 ao Cal 616,21, niumero 10 ao H | 656,30, numero
11 ao N 1 742,36, 744,23 e 746,83, numero 12 ao K | 766,49 e 769,89, niumero
13a0 0O 1777,19 e 777,42, nimero 14 ao N | 821,63, numero 15 ao O | 844,63
e 0 numero 16 ao N | 868,02. Os simbolos (1) e (Il) representam linhas atémicas

e ibnicas, respectivamente.

Figura 24 - Perfil de espectros LIBS para uma amostra de cabelo (O) preto e uma
amostra de cabelo (S), também na mesma cor. Para as linhas atdmicas, o nimero 1
corresponde ao elemento quimico C; 4,6, 7e 9ao Ca; 5e 10 ao H; 8 ao Na; 11, 14
e 16 ao N; 12 ao K; 13 el5 ao O. Para as linhas ibnicas, o0 nUmero 2 corresponde ao
Mg e o0 3 ao Ca.
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Fonte: elaborada pela autora.

A presenca de C, H, N e O, na amostra de cabelo sintético em similaridade
com a amostra de cabelo original pode estar pertinente com os polimeros
utilizados para a producéo destas fibras sintéticas, tais como cloreto de polivinila
(PVC) [70], tereftalato de polietileno (PET) [71, 72] e poliacrilonitrila (PAN) [73,
74]. A Figura 25 apresenta as formulas estruturais do PVC, PET e PAN.
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Figura 25 - Formulas estruturais dos polimeros cloreto de polivinila (A), tereftalato de
polietileno (B) e poliacrilonitrila (C).

(A) (B) (C)

E<3 (3O e b

Fonte: elaborada pela autora.

Além disso, outro material biocompativel que vem sendo incorporado ao
processo de fabricacéo de fibras de cabelo sintético é o polimero alginato. Esse
polimero pode ser encontrado na forma de sais de sédio e potassio, bem como,
magnésio e calcio [75]. Fato que corrobora com a deteccdo das linhas de
emissao desses elementos nas amostras de cabelo sintético. Na Figura 26 esta

representada a formula estrutural do alginato de sodio.

Figura 26 - Formula estrutural do poll'mero alginato de sédio.

et ’Vé_/_ O\Aﬁ\
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Fonte: elaborada pela autora.

Nessa parte do estudo foi realizada uma analise exploratdria por PCA para
avaliacdo da matriz de dados, apés a normalizacao, composta por 133 amostras
e 12.288 linhas de emissédo (variaveis). Os resultados evidenciaram uma
variancia explicada total de 96% para as PCs 1 e 2. No entanto, foi possivel
verificar com o grafico de scores que ndo houve uma discriminacdo entre as
amostras de cabelo humano (circulos rosas) e sintético (circulos azuis),

conforme mostrado na Figura 27.
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Figura 27 - Graficos de scores e loadings para as amostras de cabelo humano e
sintético usando a média do perfil espectral LIBS; 133 amostras e 12.288 variaveis.
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Fonte: elaborada pela autora.

Na proxima avaliacdo dos dados, as amostras de cabelo sintético foram
retiradas do conjunto para verificar o comportamento apenas entre as amostras
de cabelo humano. Assim, para um melhor desempenho quanto & rapidez foi
realizada uma sele¢do das variaveis mais importantes por meio de uma PCA. O
critério para a exclusédo das varidveis com pouca ou nenhuma influéncia foi os
valores de loadings igual ou aproximadamente igual a zero. Com esta selecao,
a nova matriz de dados passou a ter 422 variaveis.

Os resultados da PCA para a nova matriz de dados composta por 127
amostras e 422 varidveis mostraram uma separacado entre as amostras de
cabelo original e descolorido, representados pelos circulos verdes e laranjas,
respectivamente. Os resultados desta PCA apresentaram uma variancia
explicada de 97% (Figura 28). O grafico de loadings mostrou que o Ca foi
discriminante para as amostras de cabelo original. Esta discriminagao corrobora

com os resultados também obtidos pela WDXRF. Assim, esta correlacdo pode
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estar pertinente ao fato deste elemento auxiliar conjuntamente com as proteinas

no processo de fortalecimento do cabelo [45].

Figura 28 - Gréficos de scores e loadings para as amostras de cabelo (O) e (D)
usando a sele¢do das variaveis importantes; 127 amostras e 422 variaveis.
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Fonte: elaborada pela autora.

Uma importante avaliacdo observada a partir dos espectros LIBS foi um
aumento perceptivel nas intensidades das linhas de emissdo para alguns
elementos da amostra de cabelo descolorido em relacdo ao original no caso das
amostras de cabelo humano. As razfes das intensidades maximas e das areas
das linhas de emissao para cada elemento detectado foram calculadas entre as
amostras de cabelo descolorido e original, conforme mostra a Figura 29.
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Figura 29 - Representagdo gréfica para o valor da razdo entre as linhas de emisséo
dos elementos para as amostras de cabelo descolorido pelo original.
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Fonte: elaborada pela autora.

Os valores das razGes demonstram que ocorreu um aumento entre 22 e 24
vezes para o Na nos comprimentos de onda de 588,99 e 589,59 nm e entre 33
e 40 para o K nos comprimentos de onda de 766,49 e 769,89 nm nas amostras
de cabelo do tipo descolorido. Logo, estes dois elementos foram associados aos
residuos provenientes do produto utilizado no procedimento de descoloracdo. O
p6 descolorante apresenta como composi¢ao no rétulo do produto: persulfato de
potassio, sulfato de sédio, silicato de sddio e etilenodiaminotetracético dissadico.

A LIBS combinada com a PCA foi passivel de detectar variacdes na
composi¢do quimica em amostras de cabelo humano que passaram por
modificacdo estética estabelecendo uma impressado digital para este tipo de

amostra.
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5.3 Modelos de classificacdo multivariada

De acordo com a tendéncia de agrupamento observada tanto para a WDXRF
quanto para a LIBS através da PCA apds a selecdo das variaveis foram
propostos modelos de classificacdo com as ferramentas quimiométricas kNN,
SIMCA e PLS-DA. Para estes modelos foi utilizado a classe tipo de cabelo,
considerando dois niveis denominados de cabelo original e descolorido.

Na criacdo dos modelos de classificacdo WDXRF e LIBS foram utilizados um
total de 127 amostras, sendo 101 incluidas no conjunto de treinamento (51 de
cabelo original e 50 de cabelo descolorido) e as 26 restantes utilizadas no
conjunto de validagdo, composto por 13 amostras em cada nivel.

Para o WDXRF, os modelos de classificacdo apresentaram resultados
considerados promissores com exatidao entre 97 - 100% para ambos 0s niveis
(Figura 30). Contudo, o modelo de classificacdo kNN se apresentou como o0 mais
apropriado, uma vez que, 100% das amostras foram classificadas corretamente,
ou seja, ndo sendo detectados taxas de falsos alarmes. Adicionalmente, o KNN
exibiu alta sensibilidade e especificidade, o que sugere significativa capacidade
de diferenciar as amostras de cabelo original e descolorido. J4, SIMCA e PLS-
DA mostraram valores comparaveis de variancia explicada entre 96 - 98%.
Entretanto, para o modelo SIMCA foi detectado menores taxas percentuais de
falsos alarmes em relacdo ao PLS-DA. Este fato pode ser relacionado ao modelo
PLS-DA classificar de forma errada duas amostras (F10D e F31AD, Figura 8)
como pertencente ao nivel original. Além disso, um fato importante que deve ser
ressaltado € que a amostra M41 foi classificada como ndo pertencente a
nenhuma classe para ambos os modelos. Este resultado havia sido verificado na
PCA da Figura 30. Sendo assim, conforme atestado pelas figuras de mérito para
os dados WDXRF, pode ser inferido que os trés modelos foram muito

promissores.
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Figura 30 - Valores percentuais das figuras de mérito para os modelos de
classificacdo multivariada utilizando os dados WDXRF da matriz composta por 127

amostras e 183 variaveis para a classe tipo de amostra, composta por dois niveis: (O)
e (D).
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Fonte: elaborada pela autora.

Ao que concerne a LIBS, os modelos de classificacdo apresentaram
resultados similares de exatiddo entre 92 - 99% para o nivel cabelo original e 93
- 99% para cabelo descolorido, conforme pode ser observado na Figura 31. Com
o modelo kNN, 99% das amostras foram classificadas corretamente para ambos
0s niveis. Além disso, houve um baixo percentual da taxa de falso alarme. Com
relacdo aos modelos SIMCA e PLS-DA, diferente ao que foi observado para a
WDXRF, o PLS-DA apresentou menor percentual de taxa de falso alarme, maior
sensibilidade e especificidade comparado ao SIMCA. Isto ocorreu devido ao
modelo SIMCA classificar erroneamente 6 amostras de cabelo descolorido
(F32AD, F40H1D, M4D, M24D, M24AD e M41D, Figura 8) como pertencente ao
nivel do cabelo original.
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Figura 31 - Valores percentuais das figuras de mérito para os modelos de
classificacdo multivariada utilizando os dados LIBS da matriz composta por 127

amostras x 422 variaveis para a classe tipo de amostra, considerando dois niveis: (O)
e (D).
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Fonte: elaborada pela autora.

6 CONCLUSOES

Os dados provenientes das técnicas espectroanaliticas WDXRF e LIBS
combinados com ferramentas quimiométricas sd80 promissores para a
identificacdo da composicdo quimica das amostras de cabelo, sem a
necessidade de empregar procedimentos destrutivos de preparo de amostra. Os
resultados mostraram a complementaridade entre as técnicas, permitindo
estabelecer uma impressao digital para os diferentes tipos de cabelos. Para
ambas as técnicas, os modelos de classificacdo apresentaram resultados

promissores no que concerne a classificacdo de amostras de cabelo do tipo
original e descolorido.
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1 | INTRODUCTION

Variations in the chemical composition of 63 different human and 6 different
synthetic hair samples were investigated using wavelength dispersive X-ray
fluorescence (WDXRF) spectra profiles. To evaluate the effect of cosmetic treat-
ment on the strands, the human hair samples were bleached, but the synthetic
ones were not. To better investigate the data, exploratory analyses were calcu-
lated using principal component analysis for the WDXRF spectra. Eight nor-
malizations/standardizations were applied in the WDXRF to verify the
clustering tendency. Bleaching was tested, because it is one way in which peo-
ple mask their real hair color. After the data were standardized, an enhance-
ment of the data discrimination was verified. Furthermore, the explained
variance was higher in the first principal components. The WDXRF spectra
were able to distinguish samples with distinct features, including synthetic,
dyed, and straightened hair. The findings of this study hold promise for foren-
sics due to desirable aspects such as nondestructivity and the possibility of a
large hair sample database.

In the literature, numerous studies about hair analysis
have been increased over time, especially in the toxicolog-

Hair is an excretory system of the human body that can be
easily accessed, targeting forensic analysis. Scientific
investigations in this field have been increasingly applied
to using an analytical matrix as a biomarker, specifically
with respect to the assessment of environmental exposure
to metals!’! and the determination of trace elements and/
or abused drugs.*!

An attractive aspect of hair sampling over conven-
tional excretory human body systems, such as blood,
sweat, and urine, is that hair is easier to store, transport,
and handle. Hair is relatively stable, possessing a reduced
risk of deterioration over time, making this characteristic
relevant to forensic analysis.[*!

ical, clinical, and doping control area. However, there are
other applications that use hair for the investigation of ille-
gal drugs.!®”! For instance, according to Jurado et al., hair
bleaching and/or dyeing can mask drug concentrations.!®!

Cosmetic hair modifications may also lead to mislead-
ing evidence. At a crime scene, a strand of hair cannot
match the person that committed the crime if the hair
was modified by some procedure, such as straightening
or dyeing. DNA tests may be able to solve this, but they
may be expensive, inconclusive, and/or unavailable in
some places.

An interesting study was conducted by Barret et al. to
examine hair to differentiate colors using an ultraviolet-
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visible microspectrophometry instrument.”! Spectra of 25
natural hair samples from dark, medium, light, and
lightest brown to dark, medium, and light blonde were
analyzed. The hair strands were colored using 55 different
red hair dyes. The method led to the ability to distinguish
between the hair substrate and the dye peak, with wave-
lengths to ultraviolet-visible radiation ranging from 300
to 400 nm and 425 to 550 nm, respectively. They also per-
formed a multivariate model using discriminant analysis
in which 89% of samples were accurately classified
according to the dye set. However, they only tested differ-
ent shades of red using broad absorption spectra. In addi-
tion, hair samples with previous cosmetic treatments,
such as straightening, were not considered in this
method.[""!

The literature reports the application of several analyt-
ical techniques, such as spectroscopict''?! and chromato-
graphic,!'*' for many purposes using human hair as
sample. However, these techniques require laborious pro-
cedures for sample preparation. In this context, wave-
length dispersive X-ray fluorescence (WDXRF) offers
noninvasive, faster, and multielement measurements
being an attractive analytical technique.>°!

In this study, direct measurements using WDXRF
were combined with exploratory analysis to evaluate dif-
ferent hair samples based on their cosmetic modification.
One of the novelty of this study is the easy and fast sample
preparation procedure employed, that is discussed in the
subsequent sections of the text.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Samples and decontamination
procedure

Hair samples were collected locally (Araraquara, Sio
Paulo State, Brazil) from hairdressing salons and provided
by voluntary donors. Synthetic strands were purchased at
the local market. All samples were stored at room temper-
ature in inert and decontaminated plastic containers.

The sample set was composed of 32 male hair samples
from donors aged from 1 to 69 years and 32 female hair
samples from donors aged from 10 to 68 years. The char-
acteristics of this set were as follows: 36 hair samples that
had no treatment (virgin), 8 that were straightened, 10
that were dyed, and 10 that were both straightening and
dyed with different colors of pigmentation. With respect
to hair color, 6 samples were blond, 30 black, 4 red, 7 gray,
and 17 brown. The types of hair were 27 wavy, 17 curly,
and 20 straight. The six samples of synthetic straight hair
were composed of 1 blonde sample, 1 black, 1 red, 1
blonde mixed with black, and 2 brown.

Before the analysis, a decontamination procedure!'”!
was performed to avoid any external contaminants, such
as dust, smoke, sweat, sebum, shampoo, or cosmetic resi-
dues, because these may interfere with the WDXRF anal-
ysis results. Thus, the samples were washed in three
stages with two different solvents: (a) acetone (Commer-
cial Neon, Suzano/SP, analytical grade), (b) Milli-Q™
water, and (c) acetone again.

The same samples were bleached according to the pro-
cedure performed in beauty salons to simulate actual con-
ditions. Therefore, these samples were exposed to a
commercially manufactured solution containing ammo-
nia, hydrogen peroxide, and persulfates of potassium
and ammonium, for approximately 40 min to decolor
the hair. The strands were washed with a neutral soap
and allowed to dry at room temperature for 24 hr. After
drying, they were stored for further analysis.

2.2 | Composition of dataset

The final dataset included 133 samples, of which 64 were
labeled untreated from 63 different people, 6 were syn-
thetic ones, and the 63 remaining samples were bleached.
One bleached sample was not missing. The explanation
was that two samples were from the same person, where
the difference between them was the color of the same
dye. Thus, decolorization was necessary only for one sam-
ple. This same procedure of bleaching was not able to
decolorize the synthetic hairs.

A 150-mg mass of each hair was pressed with the
help of a manual hydraulic press (GS15011, Specac,
England) for 60 s in 13 mm @ device, at 8 kN, as shown
in Figure la,b. Figure 1lc shows a natural (I) and a
bleached hair samples (II).

2.3 | WDXRF measurements

The WDXRF experiments were performed using an ARL
PerformX WDXRF spectrometer (Thermo Scientific,
Madison, WI, USA). This instrument includes a rhodium
X-ray tube that can be operated at a maximum power of
4,200 W. The measurements were performed directly on
the hair pellets (Figure 1) under a vacuum environment,
with a 10-mm collimator beam using two analyzer crys-
tals: LiF 200 (K to U, 0.17-3.88 A, 0.01 resolution) and
AX03 (O to Si, 3.99-6.89 A, 0.01 resolution). The mea-
surement time per sample was 15 min. The National
Institute of Standards and Technology database was the
reference for the WDXRF emission line characterization
of each element. Three inter-day readings were per-
formed for each sample.
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FIGURE 1 Procedure for sample preparation: (a) device for sample conformation, (b) manual hydraulic press applied to shape the hair in
pellets, and (c) pellets of hair strands being (I) untreated and (II) bleached

2.4 | Data evaluation

The spectra were evaluated using an adaptation of
MATLAB code!'® fitted to calculate the following stan-
dardizations in WDXRF spectra: (a) the mean; (b) each
spectrum was divided by its individual Euclidean norm
(vector length), and then, the mean and the sum were cal-
culated apart; (c) the individual spectral area (sum of all
the signals) was calculated and then, the raw data divided
by this value. After that, mean and sum of all spectrum
are also calculated; and (d) the individual spectral maxi-
mum (the highest signal) for each spectrum, with the
raw data divided by this value. At least two replicates
are required for carrying out the standardizations and to
calculate the mean and sum.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

The main chemical constituent of the hair is keratin, which
corresponds up 65 wt% to 95 wt% of the fiber of hair. How-
ever, its composition includes water, lipids, and amino
acids. The hair is still composed of carbon, oxygen, nitro-
gen, hydrogen, and sulfur. Elements such as calcium, iron,
lead, and silicon can be detected, among others.*"!

In addition, characteristics related to the stability and
alterations to the chemical composition of the hair after
cutting or pulling are necessary in order to compose a reli-
able database.[*>*!! To perform forensic taxonomy, the
collected samples with different features were categorized
based on pigment (untreated and bleached), gender, treat-
ment (dyed and straightening), and donor age.

Figure 2 shows a typical spectrum for untreated brown
human hair strands (black line), the same sample bleached
(gray line), and one synthetic hair sample (light gray line).
The Ko emission lines detected were Zn (1.43 A), Cu
(1.54 A), Fe (1.94 A), Ca (3.36 A), and K (3.74 A). Further-
more, we also observed the presence of a high-intensity
Ka fluorescence line for S (5.37 A) for all analyzed human
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FIGURE 2 Wavelength dispersive X-ray fluorescence spectra
profiles for untreated (brown color) and bleached from same hair
sample, and one synthetic (black color)

hair samples. According to the literature, the mineral con-
tent of dry hair can range from 0.25% to 0.95%.*"

Special attention should be paid to the high intensity
of the region where the scattering of the Rh source occurs
for the sample of black color synthetic hair spectrum. In
the spectrum, we observed a Rh Ka of 0.62 A and K@ of
0.55 A with the crystal that covers K to U, 0.17-3.88 A,
0.01 resolution. We also observed a Rh Ko of 4.61 A and
Kp of 4.37 A for the crystal that measures from O to Si,
3.99-6.89 A, 0.01 resolution. In addition, the same spec-
tral profile repeats for the remaining synthetic strands,
independent of their color.

After the evaluation of eight standardizations for the
data, the best one was performed by the Euclidian norm,
in which the criteria were better discriminated among
the clusters using fewer principal components (PCs) with
more explained variance by means of principal compo-
nent analysis (PCA) calculations. Therefore, for all calcu-
lations, the Euclidian norm was applied.

Afterwards, with the help of PCA, the tendency of sep-
aration of human and synthetic hair samples was, as
expected, clear, as shown in the scores plot of Figure 3,
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along PC1 with 97% of explained variance, using the
entire spectra profiles and mean-centered preprocessing
for independent variables. The dimensions of matrix X
were 133 x 805 for the samples and variables, respectively.
The loading plots in Figure 3 shows the influence of Rh
scattering (dark black diamonds) for synthetic samples
and the Ka emission lines for Ca (black squares), K (black
inverted triangles), and S (black stars) for human hairs.

The presence of S and Ca can be associated to both
cysteine-rich a-keratin®?! and calcium-binding proteins
(called S100A3).>! S100A3 is attached to hair keratin
via disulfide bonds, which affords structural integrity to
the hair fibers.!**! The a-keratin is the main component
of human hair fibers, whereas Ca plays an important role
in human hair growth.?¥ The scattering from the Rh
source was able to measure information from the light
elements, such as C, H, and O, for the organic chemical
composition of these samples.*>?®! Then, the WDXRF
profile is able to differentiate human from synthetic hair,
which can be applied to evidence when the source of the
sample is unknown. However, the variation of texture
samples can influence the interaction between the X-ray
and matter, meaning the X-ray absorption was attenu-
ated. A PCA performed using only the Rh scattering
regions (data not shown) confirmed distinct clusters for
untreated and synthetic samples, with 89% of explained
variance for PC1.

A PCA was also calculated using a data matrix with
127 samples consisting of 805 variables, but synthetic hair
samples were not included to verify the human strands
(Figure 4). The total number of PCs was six with 93% of
explained variance. This number was high, and there
was no improved visual separation between the clusters,
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FIGURE 3 Score and loading plots for untreated and synthetic
hair samples using the mean of entire profile of wavelength
dispersive X-ray fluorescence spectra standardized with Euclidian
norm; 133 samples and 805 variables. PC = principal component
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FIGURE 4 Score and loading plots for untreated hair and for the
same samples after bleaching procedure using the mean of entire
profile of wavelength dispersive X-ray fluorescence spectra
standardized with the Euclidian norm; 127 samples and 805
variables. PC = principal component

as shown in Figure 4. The Rh-scattering region has not
influenced the variables responsible for score visualiza-
tion, confirming the relationship with only synthetic
strands. An interesting finding is that K was relevant for
bleached samples. This chemical element was related to
potassium persulfate, an oxidant component of the com-
mercial product used for procedure of bleaching carried
out in this study.

A selection of variables was performed based on the
most important values of loadings revealed by the previ-
ous results of PCA showed above. The score plots of
Figure 5 show a better tendency of clustering among sam-
ples, in which the dimension of matrix X was 127 X 183.
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FIGURE 5 Score and loading plots for untreated hair and for the
same samples after bleaching procedure using the mean wavelength
dispersive X-ray fluorescence spectra standardized with the
Euclidian norm and selected Ka lines of Ca, Fe, K, and Rh and K of
S; 127 samples and 183 variables. PC = principal component
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Still in Figure 5, the loading plots confirm that bleached
hair samples were related to K element. The Ka lines of
Ca (black squares), Fe, and Rh, also S Kf influenced
untreated samples, and these three last elements were
denoted as half black diamonds. Only one sample labeled
untreated was not discriminated, and the explanation
could be related to the strand being gray and having a
thicker texture. Forty-two samples in the untreated set
showed high correlation for the chemical element Fe.
Among them, five were dyed, four straightened, and five
straightened and dyed. The remaining samples had no
treatment, denoted as virgin. The hair color of these sam-
ples was black (21), blond (4), brown (11), and gray (6). In
the human body, Fe mainly exists in coordinated forms
into heme proteins, such as hemoglobin or myoglobin
present in the blood. Blood vessels nourish the cells in
the hair bulb with micronutrients; then, hair strands can
be considered an interesting biomarker for iron levels in
human body.*”! According to Wei et al.,”*®! the cosmetic
procedure, as dyeing, can raise the content levels of the
following metals: Fe, Cu, Mg, Ni, and Cd at hair cuticle.

Human hair is an analytical matrix that has a complex
structure. In addition, people apply different chemical
processes that modify its structure, such as straighten-
ing.[29’30] Thus, to evaluate these differences in this
matrix, a PCA was performed with a dataset composed
of only samples with two cosmetic modifications
(straightening and dyeing) in same strand using 805 inde-
pendent variables, as shown in Figure 6. The total vari-
ance observed in the PCA for the first two PCs was 79%.
The loading plots indicated that the elements Cu and S
were relevant for this clustering of samples, as well as
the scattering of Rh Ka (0.62 A). The detection of Cu
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FIGURE 6 Score and loading plots for straightening and dyeing
hair and the same samples after bleaching procedure using the
mean wavelength dispersive X-ray fluorescence spectra
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FIGURE 7 Score and loading plots for dyed hair and the same
samples after bleaching procedure using the mean wavelength
dispersive X-ray fluorescence spectra standardized with the
Euclidian norm; 19 samples and 805 variables. PC = principal
component

can be also associated to the oxidative alteration in hair
treated, which increases the content of ions Cu (II), inde-
pendent of the hair color.!*!!

Another important point with this matrix is the proce-
dures performed for changing their coloration using semi-
permanent, long-lasting semipermanent, and permanent
dyes.**! In this context, an evaluation of the dataset with
these samples is shown in Figure 7, with 72% of the
explained variance for PC1 and PC2 with the entire data
spectra (805 variables). Calcium with positive values for
PC1 contributed to the discrimination of dyed hair. The
sulfur emission line was important for both samples.
The element K also contributed for discrimination of the
bleached samples.

WDXRF data were able to verify clustering between
the cosmetic modifications for the same samples after
bleaching. Further classes under investigation, such as
age and gender, unfortunately did not show any cluster-
ing tendency.

4 | CONCLUSIONS

In this study, a method combining WDXRF and chemo-
metric tools for the analysis of distinct hair samples after
bleaching opened forensic possibilities. The direct mea-
surements performed by WDXRF could be applied to real
cases when cosmetic modifications of strands (such as
bleaching) exist. The scattering from the X-ray source of
Rh was important to evaluate synthetic hair strands.
Chemical elements, such as Ca, Cu, Fe, K, and S, were
decisive to clustering the samples in PCA analysis.
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CHEMICAL ELEMENT PROFILES IN COMMERCIAL WOVEN FABRIC
COMBINING LASER-INDUCED BREAKDOWN SPECTROSCOPY
AND CHEMOMETRICS

M. Cardoso Santos, C. Dai, UDC 543.42
and F. Manhas Verbi Pereira

High-heterogeneity solid woven fabric samples were investigated using laser-induced breakdown spectroscopy (LIBS)
and chemometrics. Many emission lines were relevant to characterize this material at the surface and in deeper
layers of fibers. Differences among dyes and fibers were clearly observed. The scores maps showed the possibility
of comparing the chemical compositions of the dye and fiber independent of the print of fabric. Variations in the
composition were verified by carrying out a pattern for mapping using a sophisticated LIBS system. This screening
can provide a fast evaluation of samples and may associate this information with classification, authenticity or even
for forensic analysis of fabric materials.

Keywords: woven fabric, laser-induced breakdown spectroscopy, chemometrics.

Introduction. In recent decades, the globalization of markets has imposed significant changes in the Brazilian
textile industry. In the past, national production supplied almost exclusively to the domestic market. This framework has
continuously changed, and due to economic openness, low-cost products from Asia account for almost 90% of the volume
of our domestic market [1].

In this context, studies have been conducted to evaluate the presence of possible toxic elements in imported textile
goods and clothing. Since clothing has the function of protecting the body, woven fabric promotes direct contact of textile
dyes with human skin. Some studies suggest the possibility of migration of metals or other chemical species through the
sweat of the body system [2, 3]. Regarding textile dyes, there is not enough information about their potential risks to the
health of consumers; available toxicological data have shown effects ranging from allergies to possible genetic changes [4].
Current studies related to possible effects of textile dye contact with the skin have focused on allergies and dermatitis, as
previously mentioned. However, toxic dyes in the human body can induce harmful effects in cells, including DNA damage,
which is related to various diseases, including certain types of cancer [5].

Toxic elements can easily be found in various sectors of the textile industry because they are often used in different
textile processes, such as complexing agents in dyes, stripping agents, oxidizing materials, antifungal agent mordants, and
compounds to prevent odor. In addition, they are applied to increase the durability of dye [6]. Considering the toxic aspects,
several substances in textile products are relevant for chemical analysis. These analyses are vital to verify compliance with
regulations of the presence and levels of prohibited or restricted substances and to characterize and manage them as well as to
broader issues, such as classification, traceability, forensic analysis, and authenticity. Laser-induced breakdown spectroscopy
(LIBS) [7, 8] combined with chemometrics is an analytical technique that can be used to evaluate solid samples and compose
maps of the chemical element distribution for analytical purposes [9, 10].

The importance of the study of these elements is not restricted to the safety of consumers of these materials but also
to the safety of workers in the textile industry, as well as environmental concerns regarding the disposal of these materials.
The threshold limit values have not been defined yet for legislations in several countries. This topic is new and slightly
exploited and this work can be a beginning to think about the environmental impact from the fabric goods.
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Experimental. Eight samples from commercial woven fabrics purchased at local markets were investigated. The
patterns of the samples were colorful prints, which was the criteria to represent a very wide variation of textile dyes. According
to the manufacturers, the composition of this set of samples was as follows: 4 viscolycra (V) samples (viscose and elastane,
denoted as V01, V02, V03, and V04), two liganete (L) samples (polyester, denoted as LO1 and L02), and two neoprene (N)
samples (polychloroprene, denoted as NO1 and NO2).

Procedures of mineral extraction. Before direct solid sample analysis, textile samples were submitted to preliminary
chemical analysis for the determination of their metal contents. In this case, two different procedures were also tested
considering the possibility of the textile contacting the skin and the toxicity of the dyes. For these analyses, samples of
approximately 0.5 g were cut with the help of a ceramic knife; then, they were dried for 48 h at 60°C to avoid any possibility
of contamination and all samples were manipulated without skin contact of the chemical analyst [11].

Therefore, raw samples were kept in an artificial sweat solution that was prepared as recommended by International
Standard ISO/FDIS 3160/2 [12]. Another procedure was the mineralization of the samples performed with the help of a
microwave oven (Speedwave 4, Berghof, Eningen, Germany) equipped with DAK 100 high-pressure vessels made of
TFM™.PTFE. Mineralization was performed with a mixture of 5 mL of 14 mol/L sub-boiling nitric acid and 5 mL of 30%
(m/v) hydrogen peroxide. The microwave oven program was executed in two steps: (1) from room temperature up to 160°C
in 5 min with a holding time of 5 min; (2) from 160 to 220°C in 2 min with a holding time of 15 min. The maximum allowed
pressure was 80 bar. The final volumes were adjusted with 1% HNOj5 to 50 mL in volumetric flasks.

After the extraction, for both methods, the following eight elements were determined: Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Ni, Pb,
and Ti. For sweat extraction, the analytical curve for the first seven elements was from 0.05 to 2.00 mg/kg, and the analytical
curve ranged from 0.05 to 10.0 mg/kg for Fe. In the case of the mineralization procedure, the concentration values ranged
from 0.50 to 5.0 mg/kg, with Fe being the exception, where the values were between 5.0 and 80.0 mg/kg. The determinations
were carried out using an inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP OES) instrument (iCAP 6000, Thermo
Scientific, Waltham, USA).

LIBS mapping. The LIBS instrument used was a commercial J200 LIBS system from Applied Spectra (Fremont,
California, USA) with a Nd:YAG (1064 nm) laser source. For the spectral line information of each element, the Aurora
software package (Applied Spectra) and database from the National Institute of Standards and Technology (NIST) were
consulted. The laser energy applied for the experiments was 80 mJ, with a delay time of 0.5 ps and a spot size of 125 pm. The
duration of laser pulse and the laser fluence were 10 ns and 650 J/ cmz, respectively.

In each sample, an area of 400 mm? was analyzed. In this area, 20 lines and 20 columns (400 points) were analyzed,
and five laser pulses were performed per point. The distance between the lines and columns was 1 mm. A total of 2000 spectra
were obtained for each sample. A single spectrum had 12,288 variables comprising emission lines from 186 to 1042
nm. The spectral information was recorded using a 6-channel charge-coupled device (CCD) spectrometer: channel 1 goes
186-nm, channel 2 from 309 to 460 nm, channel 3 from 460 to 588 nm, channel 4 from 588 to 692 nm, channel 5 from 692 to
884 nm, and channel 6 from 884—1042 nm. The spectral resolution is <0.1 nm for UV to VIS and <0.12 nm for VIS to NIR. Our
system does not allow one to perform measurements with inert atmosphere. However, all experimental conditions were constant,
which reinforces that the variations of the elements are relative only to the sample, without interference of the atmosphere. A
lab-made computer function for Matlab R2015b (MathWorks, Natick, MA, USA) was applied to generate scores maps. Before
the calculation, the data set was normalized and mean-centered. Then, the maps were represented by a four-dimensional (4D)
tensor composed of the number of mapped points x principal components x number of pulses in the horizontal position x
number of pulses in the vertical position. After the calculations, the output data were as follows: (i) scores represented by
S pulses x 400 mapped points (20 horizontal x 20 vertical) x 10 principal components; (ii) loadings with 5 pulses x 12,288
x 10 principal components, where 12,288 is related to the number of variables of the spectral range of the LIBS instrument
from 186 to 1042 nm; and (iii) explained variance for the principal components.

WD XRF measurements. The WDXRF experiments were performed using an ARL Perform'X WDXRF spectrometer
(Thermo Scientific, Madison, WI, USA). This equipment is provided with a rhodium X-ray tube that can be operated at a
maximum power of 4200 W. The measurements were performed under vacuum environment, with a beam collimation of 29
mm and analyzer LiF 200 crystal (from 0.176 to 3.889 A, 0.01 A resolution).

Results and Discussion. The textile fabrics were difficult to analyze by means of a digestion procedure.
Commercial fabrics are mostly composed of synthetic fibers, such as long chain polymers, including cellulose, polyester,
acrylic, nylon, and polythenes [13]. They are mainly composed of complex structures with covalent bonds between C, H,
O, N, and S [14].
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A woven fabric is industrially manufactured by means of interlacing threads. The chemical composition and
interlacing process are related to the mechanical and end-use purposes of the product [15].

In textile fibers, the dyeing process is relevant to the appearance of the end-product. Final consumers are not
interested in having discoloration issues caused by washing or sweat, for example. The contents of dyes are diversified and
include diazo, triazo, or metallic complex chemical groups [16]. In this context, the determinations carried out with ICP
OES, independent of the range of the analytical curve, did not have good performance because the concentration values were
below the limits of detection. The final acidities of the solutions were very high; consequently, the samples had to be diluted
10-fold for adjustment of the acidity to 10%, which fatefully caused losses for the initial composition. For the sweat procedure,
the total solid content of the samples was high, and thus, the samples were diluted 2-fold to obtain 2% of solids content
maximum. These facts show the advantage of the LIBS in comparison of ICP OES since the interaction of the laser with the
solid sample did not promote any losses for this case.

To overcome these issues, analytical techniques that allow high spatial resolution are used to screen the surface and
depth of solid samples, such as woven fabric. LIBS has been shown to have good agreement between the mapping and sensitivity
to detect atomic and ionic emission lines for a wide number of inorganic elements as well as some organic ones [7—10].

The information from LIBS spectra is very rich, with several emission lines in a wide range from the ultra-violet
region to the beginning of the near infrared. Each spectrum generated by LIBS shows a fingerprint, as well as a certain degree
of complexity, which confers, in most cases, a challenge that univariate analysis, as a unique method of data evaluation,
cannot circumvent [17].

Another important point is that in the case of solid matrices, the construction of an analytical calibration curve is a
difficult task. It is not always feasible to use a certified reference material that is compatible with the analytical matrix under
investigation. In addition, reference material related to woven fabric is not commercially available. Moreover, it is important
to note that the vast majority of certified reference materials have certified values for masses of the order of 100 mg. This fact
constitutes a limitation for LIBS because the ablated masses are in micrograms [18].

Thus, a feasible alternative with a good success rate for the treatment of LIBS signals is the use of multivariate methods,
such as scores maps [10, 19]. Evaluation of LIBS spectra by means of scores maps was useful to study the interaction of the laser
with the surface and deep layers of the fabric. The information from the chemical maps generated by the scores provided a single
2D plot for surface (first laser pulse) and deep layers of the samples (up to second to fifth laser pulse) in a specific mapped area,
which is proportional to a qualitative evaluation of the chemical variations in the sample content. The selection of the mapped
area in the sample should be representative taking into account the heterogeneity of the sample analytical matrix.

The possibilities of mapping for a piece of woven fabric are many. The instrument was able to map the surface,
including the number of lines and points with distances, according to the type of requested information. Each pulse provided
different information. The first pulse provided details about the area visualized by the naked eye, which is the surface of the
woven fabric sample. According to how the laser is pulsed on samples, deeper information regarding the composition was
detected from the second through fifth pulses. This premise was verified for most of the samples according to Fig. 1. As
shown in Fig. 1, the scores maps furnished the distribution of the values related to the chemical information of the emission
lines from LIBS and the combinations between them, including the loadings, relative to the presence of chemical elements
in these solid samples. Atomic lines are represented in black color with the symbol (I) and ionic lines denoted as (II) were
highlighted in orange color. The loadings value represents the most influence variables (elements) from the LIBS spectra to
chemical distribution in the scores maps.

The positive values of scores are correlated with positive values of loadings and vice versa for negative values. The
emission lines of the elements assigned in the loading plots of Fig. 1c,f,i,] showed more relevant chemical information for
the scores maps.

The loading plots showed inorganic and organic emission lines, indicating the presence of many elements in the
woven fabric samples. The combination of information between the scores and loadings showed negative values for scores
related to inorganic elements for samples denoted as V03, LO1, and NO1 (Fig. 1c,f,i), respectively. As an example, sample
V03 (Fig. 1a) is composed by two different structures. The golden part presented negative scores values (Fig. 1b) and was
related to negative loadings values (Fig. 1¢) with the presence of the following elements: Al, Ca, Co, Cu, Fe, K, and Na.
In all cases, special attention should be paid to the inorganic emission lines for Si, Fe, Co, Ti, Cu, Ca, and Mg, which are
the constituents of dyes responsible for color patterns. The only exception was sample NO2 (Fig. 1j), where the organic
emission lines represented by negative loading values (Fig. 11) were associated with a white color. Further information
regarding the scores maps for the three remaining samples is shown in Fig. S1.
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Fig. 3. WD XRF data with the most intense emission for the elements detected in woven
fabric samples directly denoted as VO3 (a), LO1 (b), NOI (c), NO2 (d), and LO2 (e).

Positive scores were also related with the darker color areas of the woven prints, as shown in the maps of Fig. 1,
and this can be verified for the remaining samples in the Supplementary Information. The only sample that was identified
in the third pulse was more relevant for sample V04, as these fibers were thicker and rougher to the touch than the
other samples, which is shown in Fig. S1h. These findings, in combination with the results of the LIBS and maps, were
effective in verifying chemical differences among the dyes and fibers. Figure 2 indicates that the chemical composition
can be exploited after each laser pulse focused on the same point. The variations were clearly identified because the dye
composition was detected until pulse 2 (Fig. 2b), where the organic and inorganic lines were detected and their magnitudes
were higher than others (Fig. 2c—g). After pulse 3, the fiber composition was verifiable because of the presence of the
emission line for C (I) at 247.856 nm and the decrease of Na (I) at 588.995 and 589.593 nm, as shown in Fig. 2e.

WD XRF measurements were made directly in the woven fabric samples, and some representative spectra
are shown in Fig. 3 and Fig. S2 in order to corroborate the LIBS data. From the spectra is observed the presence of
K,-fluorescence lines for Ti (2.75 A) and Ca (3.45 A) for all analyzed samples. The elements Zn (K, 1.43 A and
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Kp 1.29 A) and Fe (K, 1.94 A) were detected simultaneously for samples V03 (Fig. 3a), NO1 (Fig. 3c), and V02
(Fig. S2b). Chromium fluorescence line (K,, 2.29 A) was verified for sample V03. The scattering from Rh source (K, 0.62 A
and Kg 1.03 A) showed high intensity because of the influence of light elements, such as C, H, and O, on the composition
of the woven fabrics.

For instance, Si, Cu, and Co were associated with purple color in compounds BaCuSi,O4 and cobaltous
orthophosphate. Silicon was also linked to ultramarine (Nag_;oAlSigO24S,_4), which is responsible for the blue color as
well, as Cobalt Blue and Cerulean Blue [cobalt (IT) stannate]. Copper and Fe produced a blue color by means of synthetic
pigments of Calcium copper silicate (CaCuSizO1¢), known as Egyptian Blue, and BaCuSi4O1¢, known as Han Blue. The
yellow color can be linked to the yellow ochre of Monohydrated ferric oxide (Fe,O3 x H,O) and titanium yellow. The red
color is the result of iron oxide pigments, such as red ochre (Fe;0O3). Titanium white is applied to obtain the white color.
Cobalt, Cu, and Mg are constituents of green pigments. Iron and Si are part of raw umber, a natural pigment. The black
color is generated by compounds from Ti [titanium black (Ti,O3)] and Fe [iron black (Fe;Oy4)] [20].

Conclusions. The screening performed in this study can help to evaluate issues regarding the environmental
impact and/or to avoid allergic conditions to toxic waste with minimal sample preparation. The scores maps were effective
for evaluating each delimited region of woven fabric since each contour included color variations that were reflected in the
chemical composition. The LIBS emission lines and the ability to compare the information from the surface and deeper
layers were relevant to determining the main compositions of the dyes and fibers, including the pattern of the interlocking
fibers. This study can also be used for forensic analysis of fabric material.
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