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Resumo

A determinacéo da idade de manuscritos em documentos questionados pode ser uma
informagdo importante nos casos forenses. A datagdo pode ser realizada analisando o
comportamento quimico dos corantes presentes na tinta da caneta. Atualmente, ainda nédo
existem métodos que consigam a datacdo absoluta de tintas de caneta em papel que possam ser
amplamente usados. Um objetivo deste trabalho foi desenvolver um método quimiométrico de
regressdo por minimos quadrados parciais para a datacdo de lancamentos de tinta de caneta
esferografica em papel e compara-lo com outro método que foi desenvolvido anteriormente
pelo mesmo laboratério. Os métodos quimiométricos se mostraram complementares e a sua
escolha dependeré da formulacdo da tinta da caneta a ser analisada. O segundo objetivo desse
estudo foi explorar a cinética da degradacao de corantes (em especial do corante Cristal Violeta)
por intermédio de envelhecimento artificial. Os resultados obtidos mostram que a taxa de
degradacdo dos corantes € funcdo da composicdo inicial da tinta de caneta. A degradacédo
natural de manuscritos em documentos reais envolvendo uma faixa de tempo de 14 anos foi
modelada a partir das constantes cinéticas obtidas experimentalmente no envelhecimento

artificial, assumindo-se reacGes de primeira ordem.

Palavras chaves: Caneta esferograficas; Corante; Cristal Violeta; Quimiometria;
ULT; PLSR; Envelhecimento artificial.
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Abstract

Age determination of manuscripts on a questioned document is extremely relevant
from a forensics point of view. Dye degradation through photo-oxidation processes may be
used as proxy for this purpose by tracking ink dye composition along time. The first aim of this
work was to develop a new chemometrics (PLSR) method for the age determination of ballpoint
ink strokes on paper and compare it with a previous one (ULT) available in the literature. The
two methods turned out to be complementary depending on specific ink formulations. The
second aim of this study was to investigate dye degradation kinetics (especially that of Crystal
Violet) using an artificial aging chamber. It has been shown that degradation kinetics is a
function of the ink initial composition. A real case 14 year period natural degradation of
documents has been modelled by means of the artificial aging kinetic constants and a first order

reaction assumption.

Key words: Ballpoint ink; Dyes; Crystal violet; Chemometrics; ULT; PLSR;
Artificial aging.
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Apresentacao e Objetivos

A datacédo de documentos tem relevancia como exame pericial, pois pode contribuir
de forma decisiva para a investigacdo policial e a elucidagdo de crimes que envolvem
documentos. Porém, por depender de variaveis ndo conhecidas a priori em documentos
envolvidos em inquéritos policiais (ex: composicdo inicial da tinta de caneta, condicGes de
armazenamento do documento, etc.) e envolver diferentes fendmenos fisico-quimicos (ex:
secagem de solventes, degradagéo de corantes e pigmentos, endurecimento de resinas etc.), faz-
se necessario 0 desenvolvimento e a aplicacdo de técnicas analiticas e métodos estatisticos

capazes de propor solugdes praticas e aplicaveis aos casos forenses.

Essa dissertacdo de mestrado tem dois objetivos principais. O primeiro objetivo é
aplicar um método por calibragdo multivariada empregando regressao por minimos quadrados
parciais (PLSR) a datacdo de documentos e compara-lo com um método quimiométrico ja
existente (ULT) que utiliza a funcéo cosseno quadrado para correlacionar a degradacao da tinta
da caneta lancada no papel com o ano do seu langamento. O segundo objetivo é estudar a
degradacéo artificial sob condic¢des controladas dos corantes comumente encontrados em
formulacBes comerciais, com 0 emprego de uma camara de degradacdo por radiacdo na faixa
do VIS-NIR e da técnica analitica LC-MS/TOF, com o intuito de tentar simular e entender

melhor o processo natural de envelhecimento em condigdes reais de armazenamento.

O presente trabalho foi dividido em se¢des: revisdo bibliogréafica, fundamentacéao
teorica, duas aplicagdes praticas e as conclusdes. A ‘Revisdo bibliografica’ apresenta uma
revisao de diversos artigos encontrados na literatura sobre o que é documentoscopia, canetas
esferogréficas, o corante Cristal Violeta e 0 que ja se conhece sobre degradacgdo e datacdo de
langamentos de tinta de caneta em papel.

A secdo de ‘Fundamentacdo tedrica’ apresenta um embasamento sobre os
equipamentos (espectrometro de massas e seus principais componentes) e as ferramentas

quimiométricas que serdo utilizados.

Na sequéncia é apresentada a primeira aplicagdo na secdo ‘Datacao quimiométrica de
documentos’. Nessa se¢do € mostrado como foram obtidos os dados experimentais e
comparam-se 0s resultados de dois modelos quimiométricos diferentes utilizando os mesmos
dados, sendo um método baseado na funcdo cosseno quadrado (ULT) e outro na regressdo por
minimos quadrados parciais (PLSR).



A segunda aplicacdo encontra-se na se¢do intitulada ‘Estudo da cinética de
degradacdo artificial de corantes’ e apresenta a parte experimental e os resultados da cinética
de degradacdo que foram obtidos através do envelhecimento artificial de lancamentos de tinta
de caneta esferografica em papel diferentes corantes, com énfase no corante Cristal Violeta,

provenientes de lancamentos de tinta de caneta esferogréafica em papel.



Revisdo Bibliografica







1 Revisdo Bibliogréfica
1.1 Andlise fisico-quimica de tintas de caneta

O exame pericial de documentos, também conhecido como Documentoscopia, é
empregado para verificar a autenticidade, avaliar possiveis falsificaces e indicar a provavel
autoria de documentos questionados [1]. Essas questdes, as quais sdo de extrema relevancia em
nivel judicial, sdo tradicionalmente abordadas por técnicas ndo destrutivas ou minimamente
invasivas de exame documentoscopico envolvendo analise da escrita (grafoscopia), busca de
inconsisténcias nas informacgdes (anacronismos), ampliacdo Otica e imageamento do
documento sob diferentes radiacdes eletromagnéticas (infravermelho, visivel e ultravioleta).
Esses procedimentos sdo normalmente conduzidos com o auxilio de lupas, microscépios 6ticos

ou comparadores videoespectrais (VSC, do inglés Video Spectral Comparator).

A medida que as adulteracdes e falsificacbes tornaram-se mais elaboradas, a
investigacdo policial passou a demandar respostas a questdes mais desafiadoras do ponto de
vista técnico-cientifico. Essas questdes, usualmente formuladas a Pericia sob a forma de
quesitos, podem envolver a comparagéo de tintas (de canetas, impressoras etc.), a ordem de
sobreposicao (cruzamento) de tracos e/ou impressdes e a datacdo de lancamentos manuscritos
em documentos questionados [2]. A fim de atender essas novas demandas, a analise fisico-
quimica de colorantes (corantes e pigmentos) e solventes em tintas tem se tornado cada vez

mais importante no apoio a elucidacéo de crimes que deixam documentos como vestigios.

Apesar da rapida evolucdo da tecnologia digital, documentos em papel ainda séo uma
importante fonte de informacdo [3]. Assim, a analise de tintas de caneta continua sendo
relevante em aspectos forenses mesmo que a tendéncia atual seja os meios eletrénicos de

comunicacéo [4].

Em um estudo sobre as publicacdes ja realizadas, observa-se que, 60% das
publicacBes nos Ultimos 17 anos foram focadas em tinta de caneta, enquanto 40% englobam
impressoras, papel, entre outros. Dessas publicagdes sobre tinta de caneta, 60% sdo referentes
a canetas esferograficas [5]. Dentre as técnicas analiticas empregadas, destacam-se a
espectroscopia, como por exemplo IR (do inglés Infra-Red), Raman e UV-Vis (do inglés Ultra-
Violet Visible) e a espectrometria de massas (MS, do inglés Mass Spectrometry) [4, 5].
Frequentemente, os métodos analiticos aplicados na documentoscopia requerem que a tinta da

caneta seja extraida do papel utilizando solventes orgénicos [1].



Do ponto de vista pratico, existem dois problemas comumente encontrados na analise
quimica de um lancamento de tinta de caneta em um documento questionado. O primeiro
consiste em determinar a composicdo de colorantes e/ou volateis com a finalidade de
caracterizar, identificar e/ou comparar diferentes tintas de canetas. O segundo objetiva
determinar a idade de um langamento de tinta, por intermédio da degradacdo de corantes ou da
evaporacéo de solventes. Apesar da utilidade de determinar a idade de um documento, a maioria
dos estudos buscam métodos de identificar os componentes de diferentes tintas de canetas para
posteriormente compara-las [5], isto €, ambos acabam sendo abordados de forma integrada, ja
que é preciso estudar as caracteristicas da degradacdo dos componentes da tinta da caneta em
diferentes condic¢Oes pode trazer informagGes para identificar e datar a tinta de documentos

questionados.

Por muitos anos, a técnica mais comumente empregada para a discriminacdo e
caracterizacdo das tintas de caneta esferografica foi a TLC (do inglés Thin Layer
Chromatography). Outras técnicas também sdo empregadas, como cromatografia gasosa,
eletroforese capilar e cromatografia liquida [6], muitas vezes acoplados a um espectrometro de
massas [1]. Essas técnicas analiticas hifenadas de alto poder de identificacdo e discriminacao
envolvem técnicas destrutivas de preparacdo de amostras, pois requerem a solubiliza¢do ou

dessorc¢do dos analitos com técnicas de ionizacao/injecdo apropriadas [6, 7, 8, 9].

1.2 Canetas esferograficas

Existem diversos tipos de canetas presentes no mercado, como por exemplo as canetas
esferogréficas, rollerball, canetas gel etc. O tipo de caneta que sera estudado nessa dissertacdo
é a esferografica, que é o instrumento escritor mais comumente utilizado atualmente [10]. As
tintas usadas nessas canetas sdo constituidas basicamente por solventes (agua, 6leo ou glicol),
pigmentos, corantes, resinas e aditivos (estabilizantes, lubrificantes, surfactantes, etc.). Essa
mistura de componentes forma um complexo homogéneo responsavel pela cor, a densidade e a
fluidez da tinta [4, 5]. Se, por um lado, a diversidade de composi¢do quimica existente na
formulacdo das tintas comerciais de caneta pode dificultar um estudo padronizado da
degradacdo dos corantes, por outro lado, pode facilitar a tarefa de diferenciagdo entre

lancamentos graficos [4].



Em caneta esferograficas, os solventes podem constituir aproximadamente 50% da
composicao da tinta, as resinas 25% e 0s corantes e pigmentos completam os 25% restantes
[10]. Aditivos diversos, como estabilizantes, compGem 0s componentes minoritarios com

menos de 1% da formulacéo.

Os compostos quimicos responsaveis pela cor em uma tinta sdo denominados
colorantes. Esses compostos contém grupos funcionais cromdforos capazes de absorver e
transmitir determinadas faixas de comprimento de onda do espectro da luz visivel. Os
colorantes sdo classificados em corantes e pigmentos, de acordo com a solubilidade que
possuam no veiculo (solvente) empregado. Os corantes sdo solUveis ao passo que 0s pigmentos
sdo insolUveis e normalmente presentes sob a forma de suspensdo. As tintas de caneta podem

conter apenas corantes, apenas pigmentos, ou conter uma mistura de ambos [11].

Os solventes utilizados podem envolver agua, 6leos ou solventes a base de glicol.
Dentre aqueles mais comumente utilizados nas tintas de caneta esferogréficas podem ser
citados: fenoxietanol (2-fenoxietanol), 2-(2-fenoxietoxi)etanol, dipropilenoglicol, &cido oleico,

alcool benzilico, 1,3 butilenoglicol [12].
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Figura 1: Exemplos de estruturas dos corantes encontrados em tintas de caneta esferografica. Adaptado [7]

As resinas podem ser tanto naturais como sintéticas. Possuem alto peso molecular,

sdo liquidas e, no envelhecimento de uma tinta, endurecem lentamente. Em seu estudo Ezcurra



et al. [12] registraram alguns tipos de resina como: alquidicas, poliéster, resinas extraidas de
plantas (ex: breu, colofonia), fendlicas etc.
Os corantes mais comumente encontrados em tintas de canetas esferograficas sao 1,3-dimetil-1,3-

ditolilguanidina (Guanidina - G), Basic Violet 3 (Cristal Violeta - C), Basic Violet 10 (Rhodamina B - R), Basic

Blue 26 (Victoria Blue B - V) e Basic Blue 7 (B) [7]. Esses corantes tém as suas estruturas apresentadas na

Figura 1.

1.3 A datacdo do langamento da tinta de caneta em papel

A partir do momento em que a tinta da caneta é lancada no papel, essa tinta comeca a
sofrer diversos processos [9] como por exemplo volatilizagdo e difusdo dos solventes,
degradacéo dos corantes (a cor comeca a desbotar), polimerizagéo das resinas (fixagao da tinta
no papel), etc. [4, 13, 11]. A avaliacdo do grau de evolucdo desses processos é utilizada na
tentativa de datar os langcamentos graficos. Dentre 0s processos que foram citados, a degradacéo

dos corantes é o que ocorre de forma mais lenta [3] e seré o foco deste trabalho.

Em geral, o estudo da datacdo de tintas de caneta apresenta dificuldades intrinsecas
associadas a fatores ambientais ndo conhecidos em situacdes reais tais como temperatura,
umidade, exposicdo a luz e ao ar [11]. Assim, lancamentos da mesma caneta e feitos numa
mesma data podem exibir resultados diferentes dependendo das condi¢cbes em que 0s
documentos foram armazenados [4]. Além disso existem diversas marcas diferentes de canetas
esferogréaficas no mercado, com composi¢es iniciais diferentes e, a principio, desconhecidas.
Devido a essas dificuldades, a unica maneira considerada confiavel de datar documentos tem
sido comparar dois lancamentos de tinta originados da mesma caneta esferografica, no mesmo
papel e armazenado sob as mesmas condi¢des [11]. Contudo, na préatica, o preenchimento
desses requisitos quase nunca é atingido, de tal modo que a datacdo de documentos resulta em

um dos problemas mais dificeis e desafiadores a ser abordado na area de pericias forenses [12].

Dentre os métodos de datacao existentes, ha aqueles que dependem da quantidade de
massa de tinta extraida (extensivos) e aqueles que independem dessa informacéo (intensivos ou
“mass independent”). No primeiro caso, faz-Se imperativo extrair sempre a mesma quantidade
de tinta de caneta do papel [10], fato esse que dificulta a obtengdo dos niveis de precisdo
requeridos em exames periciais. Métodos intensivos sdo preferiveis, por permitirem uma

comparagdo mais reprodutivel entre as amostras. Esse é o caso do método analitico empregado
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neste trabalho (ver se¢des 3.1.3 e 4.1.3), que emprega a normalizacdo de areas por familia de

corantes.

Uma outra forma de classificar os métodos de datacéo é quanto a referéncia de tempo
utilizada. Nesse aspecto, existem dois tipos de métodos: o relativo e o absoluto. Métodos
relativos baseiam-se na comparacdo dos perfis de composicdo quimica entre langcamentos
gréaficos contendo 0os mesmos corantes e sujeitos as mesmas condi¢fes de armazenamento, a
fim de determinar qual deles seria 0 mais antigo. Nos métodos absolutos, o objetivo é
estabelecer a data de producdo de um documento ou do langcamento de manuscritos, baseando-
se em referéncias absolutas. Essas referéncias podem ser desde as informagdes constantes do
documento até marcadores quimicos ou a utilizacdo de curvas de envelhecimento em fungéo
do tempo com o auxilio de padrdes de tinta de caneta adequados [10, 14, 15]. Os métodos
quimiomeétrico (secdo 3) e cinético (secdo 4) desenvolvidos no presente trabalho podem ser

classificados como absolutos.

Até 0 ano de 1968, os procedimentos para a datacdo de manuscritos de tinta de caneta
envolviam o conhecimento das datas em que novas canetas eram introduzidas no mercado
consumidor ou em que grandes mudancas na composicdo das tintas eram feitas pelas industrias
[16]. A partir daquele ano, protocolos de datagcdo passaram a comparar a composi¢do de uma
tinta desconhecida frente a uma biblioteca de padrdes de tintas de caneta fornecidos pelos

fabricantes e mantida pela agéncia ATF (Bureau of Alcohol, Tobacco and Fire).

Em 1969, a ATF, em parceria com a industria, adotou um método direto de datacao
baseado na adicdo de marcadores quimicos (ex: terras raras ou composto fluorescentes) a
composicdo das tintas de caneta [2, 17]. Essa estratégia acabou ndo prosperando e foi
descontinuada no ano de 1991 [2]. Dentre os motivos para o abandono do projeto, podem ser
citados os altos custos envolvidos e a falta de consenso quanto a formulacdo dos marcadores
quimicos a serem utilizados [17], além da amplificacdo do mercado de fornecedores (ex: China)

que ndo atendiam a regulamentacéo.

A degradacdo de tintas de caneta esferografica pode ocorrer tanto de forma natural
como induzida artificialmente [4, 5]. No processo natural, o documento manuscrito é
armazenado em condicBes habituais tais como sobre uma bancada, exposto a luz, ou em gavetas
e arquivos. A principal motivacdo ao estudo do envelhecimento artificial é a analogia de que,
nesse processo acelerado, ocorreriam as mesmas mudangas quimicas que no envelhecimento

natural, porém em uma escala de tempo muito mais reduzida [18]. Estudos de envelhecimento
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acelerado podem auxiliar no entendimento do envelhecimento natural de tintas bem como
melhorar a estimativa da idade de langamentos manuscritos no papel [19] e sdo rotineiramente
utilizados por laboratoérios nos Estados Unidos e na Europa [18]. Embora ainda ndo totalmente
elucidada [5], a cinética de degradacéo acelerada pode ser estudada sob o efeito de temperaturas

elevadas e exposicao a radiacdo eletromagnética [11].

Estudos prévios indicam que a tinta, ainda dentro da caneta, envelhece com o tempo,
e que esse envelhecimento dependeria da formulacdo [18]. Contudo, a degradacéo da tinta
dentro do cartucho é muito lenta, e frequentemente pode ser considerada inexistente [2]. Ainda
assim, ao datar a tinta de caneta de um documento questionado, é interessante estar ciente de

que os corantes da tinta podem ter sofrido alguma degradacao antes mesmo do langamento no
papel.

A primeira mencdo na literatura a um estudo empregando processo de envelhecimento
forcado foi resultado de um questionamento levantado pela corte judicial, nos Estados Unidos,
sobre a possibilidade de documentos estarem sendo envelhecidos artificialmente, com o

propdsito de parecerem mais antigos do que sao na realidade [11].

A maioria das tintas degradam em diferentes velocidades, e essa degradacdo é
fortemente dependente da sua composicéo inicial [10]. Esse € um fator complicador adicional
a datacdo de tintas por algumas razdes. Uma delas tem a ver com a diferenca de teores iniciais
de corantes apresentada por lotes e marcas de canetas diferentes [7]. Outra dificuldade
relaciona-se a ndo disponibilidade ou ao sigilo de informacdes por parte dos fabricantes quanto
a formulacédo detalhada da composicéo inicial de uma tinta [4, 11]. A presenca, por exemplo,
de aditivos estabilizadores de cor pode afetar na velocidade de degradacéo dos corantes.

A evolucdo do envelhecimento de uma tinta de caneta pode ser monitorada de trés
maneiras [12]: (1) pela degradacdo dos corantes e pigmentos, (2) pela taxa de evaporacdo dos
solventes e (3) pelo endurecimento ou polimerizacdo das resinas. Estudos referentes a
modificacOes fisico-quimicas de resinas resultantes do envelhecimento de tintas de caneta sdo
praticamente inexistentes na literatura cientifica, requerendo o emprego de técnicas analiticas
especificas para polimeros de alto peso molecular [10]. Esse assunto, que representa uma
oportunidade de pesquisas futuras, ndo sera abordado nesta revisado bibliogréafica, cujo foco sera

a degradacdo de corantes e a volatilizacdo de solventes.

Os corantes sdo moléculas organicas, cuja absorcdo de fotons produz um estado

molecular excitado que leva a degradagéo [3] [11]. Reacdes fotoquimicas sdo influenciadas por
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diversos fatores, como concentracdo dos reagentes, temperatura, comprimento de onda da luz
incidida [11]. Esses fatores influenciadores, e previamente desconhecidos, podem ser 0 motivo
para que existam tantos dados conflitantes no que se refere a datacdo de lancamentos de tintas
de caneta em documentos reais [9]. O processo de degradacdo natural dos corantes ocorre em

escala de décadas [3].

Analisando o espectro de massas dos corantes de tinta de caneta, pode-se observar
uma diminuicdo de abundancia do ion molecular caracteristico e o aparecimento e/ou aumento
de picos de massa mais baixa, indicando produtos de degradacdo. Se um corante for muito
estavel, talvez ndo ocorram mudancas no respectivo espectro de massas com o decorrer do

tempo.

Em 2002, Andrasko [8] analisou a degradacdo de corantes de caneta esferografica em
documentos ndo expostos a luz, como livros e diarios. Foi utilizado HPLC para a analise dos
corantes em funcdo do tempo. O estudo mostrou diferengas nos cromatogramas obtidos para
lancamentos de tinta fresca em comparagcdo com aqueles de langcamentos com 9 e 22 meses de
idade. A proporcao de areas cromatograficas entre o Cristal Violeta e 0 Metil Violeta mostrou-

se mais elevada no caso da tinta fresca.

No ano de 2006, Weyermann et al. [9] estudaram o processo de degradacdo de dois
corantes presentes em tintas de caneta: o metil violeta e o etil violeta. Utilizaram LDI-MS e
MALDI-MS/TOF como técnicas analiticas e estudaram a dependéncia desse processo com as
condi¢cdes de armazenamento e ambientais. A vantagem da técnica LDI-MS ¢é a minima
preparacdo de amostra requerida. Em adicdo ao estudo da degradacgdo natural, foram feitos
envelhecimentos artificiais de até 336 horas com a incidéncia de lampada de xenénio e
aquecimento de até 100° C. Os autores concluiram que as condi¢cdes de armazenamento do
documento questionado e a composicdo inicial da tinta da caneta analisada tém que ser

conhecidos para uma interpretacdo correta da idade do langamento de tinta de caneta no papel.

Grim et al. [19], em 2001, estudaram a degradacéo de tintas de caneta esferografica e
tintas de impressoras. Foi feito um envelhecimento artificial da tinta da caneta usando lampada
de luz ultravioleta (faixa de comprimento de onda: 254nm a 760nm) e analises foram feitas
com intervalos de 12 horas num total de 24 horas. A técnica analitica empregada foi LDI-
MS/TOF. O estudo confirmou a formacéo de produtos de degradacdo do corante Violeta de
Metila 2B apos irradiagdo UV.
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Em 2005, Siegel et al. [18] estudaram a datagdo de tintas de caneta esferogréficas e o
envelhecimento artificial das mesmas por LDI-MS. O envelhecimento artificial foi feito usando
luz ultravioleta por 24 horas. Os resultados demostraram sucessivas perdas de grupamentos

metila do corante Cristal Violeta em fungdo do tempo.

Weynermann et al. [11], em 2008, estudaram o envelhecimento forgado de tintas de
caneta, empregando uma lampada de alta pressdo de xenénio (irradiacdo na faixa de 250nm até
1000nm). As amostras foram posicionadas de forma padronizada ha uma distancia de 17cm da
fonte de luz. O envelhecimento artificial teve duracao de 50h e observou-se pouca degradacao
da tinta de caneta. A analise quimica da degradacao dos corantes foi feita usando LDI-MS/TOF.
Concluiram que os fenbmenos envolvidos na degradacao de corantes s&o mais complexos que
aqueles referentes a evaporacdo dos solventes nas tintas de caneta e que ambos processos
possuem em comum a questdo da dependéncia das condi¢cdes de armazenamento. Foi concluido
que qualquer modelo de comparacgdo entre envelhecimento artificial e natural necessita levar

em conta as condi¢des a que os documentos foram submetidos.

Em 2010, Lalli et al. [7] utilizaram EASI-MS para monitorar a degradacao de corantes
de tinta de caneta esferografica envelhecidas artificialmente. Por utilizar um método de
dessorcdo por spray in situ, diretamente na superficie do documento, o método utilizado
dispensa a preparagdo de amostras, sendo minimamente destrutivo e preservando a integridade
do documento questionado. O envelhecimento foi realizado usando lampada incandescente de
60W por até 19 horas. Esses pesquisadores partem da premissa que escritas em um documento
devem apresentar perfis de degradagdes iguais, se forem produzidos com a mesma marca de
caneta e no mesmo momento. Foi obtida experimentalmente uma curva para a degradacéo

artificial do corante Cristal Violeta com o passar do tempo.

Além da degradacdo de corantes, a determinacdo da concentracdo de solventes
residuais remanescentes da secagem de tintas de caneta representa outro objeto importante de
pesquisas na datacdo de documentos questionados. Conforme citado anteriormente, 0s
solventes podem representar aproximadamente 50% do peso da tinta da caneta, e evaporam
com o tempo [20]. Em alguns estudos [21], a curva de evaporacdo do componente volatil com
0 tempo é obtida com referéncia a outro componente estdvel na formulagdo da tinta. Isso
implica em resultados independentes da quantidade de tinta nas amostras analisadas. O
processo de secagem de uma tinta de caneta, apos o langcamento da mesma no papel, € um

fendmeno muito complexo e sensivel as condi¢cbes ambientais e de armazenanento que se
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caracteriza pela evaporacdo simultanea dos solventes e a adsorgéo/difusdo dos mesmos no
papel. Essas condi¢fes precisam ser consideradas para uma interpretacdo confiavel dos
resultados [20] .

Do ponto de vista de datacdo de documentos, uma diferenca importante entre os
processos de degradacdo de corantes e a evaporagdo de solventes € a escala de tempo envolvida.
Ao contrério dos corantes, que levam muito tempo (anos) para degradar, os solventes evaporam
rapidamente apos o lancamento da tinta da caneta no papel, exibindo uma curva de decaimento
do tipo exponencial. Dependendo das condi¢fes de armazenamento, 0s solventes continuam
evaporando a taxas observaveis por um periodo que pode variar entre alguns dias até 18 meses,
apos o qual ocorre uma estabilizacdo de sua concentracdo com o passar do tempo [22].

Em 2004, LaPorte et al. [14] analisaram 633 tintas de canetas esferograficas usando
GC-MS para determinar a ocorréncia do solvente 2-Phenoxyethanol (PE) nas composicdes das
tintas. O PE foi identificado em mais de 80% das canetas analisadas indicando que esse é 0

solvente mais encontrado nesse tipo de canetas.

Em 2004, Loriciro et al. [23] utilizaram GC-MS para analisar a evaporacdo dos
componentes volateis de tinta de caneta esferografica. O estudo teve como objetivo verificar a
possibilidade de datar tintas de caneta por intermédio da curva de volatilizacdo do PE em funcéo
do tempo. Foram analisados lancamentos de tinta de duas canetas esferograficas de coloracdo
azul, de marcas e composic¢des diferentes, por um periodo de até 200 dias. Segundo 0s autores,
houve uma perda de 98% de solvente nos 2 primeiros minutos apo6s o langcamento, e portanto,
esse método ndo seria capaz de datar tinta de caneta no exame de documentos questionados

reais.

Em 2006, Xu e et al. [26] estudaram a datacdo de canetas rollerball e gel, a partir da
evaporacdo de solventes usando GC e UV-vis. A idade relativa foi obtida comparando a
quantidade de solvente entre documentos questionados e documentos usados como padrdes.
Eles concluiram que os métodos foram precisos e confiaveis, salientando, porém, a necessidade

de que as tintas comparadas estejam no mesmo papel e possuam a mesma formulacao.

No ano de 2007, Weyermann et al. publicaram um estudo sobre a datacdo de tintas da
caneta analisando a volatilizagdo de solventes presentes na tinta [22]. A técnica analitica
escolhida para a quantificacdo dos solventes foi GC-MS. Os autores mostraram que foi possivel

diferenciar tinta fresca (com até duas semanas apés o lancamento no documento) de tintas mais
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antigas, em condigdes de armazenamento controladas. Tintas com idade de langamento superior

a duas semanas ndo poderiam ser diferenciadas cronologicamente por esse método.

Este capitulo mostrou que, apesar de existirem alguns métodos desenvolvidos e
testados, o envelhecimento da tinta de caneta ainda € um fenbmeno que necessita ser estudado.
Vérios métodos de datacao j& foram propostos, porém ainda nao existe um método considerado
amplo e eficaz. Na literatura existem poucos estudos procurando prever o envelhecimento de
lancamentos gréaficos utilizando ferramentas quimiométricas [3]. Também permanece nao
resolvida a questdo de como correlacionar os procedimentos rapidos de envelhecimento
artificial com o processo natural de envelhecimento de manuscritos, sujeito a condigdes
imprevisiveis de armazenagem e exposicdo ambiental. O presente trabalho visa avancar o

conhecimento cientifico nessas duas areas de pesquisa.

1.4 A degradacao do corante Cristal Violeta

Corantes tém grande aplicabilidade no nosso dia-a-dia, e podem ser encontrados em
indUstrias de tecidos, impressdes, cosméticos, alimentos, papéis, tintas, canetas esferogréficas,
farmacos, etc. [23]. Apesar das utilidades, muitos corantes sdo tdxicos na natureza [24], sendo
gue aproximadamente de 10% a 15% dos corantes produzidos sdo descartados em agua residual
da fabricacdo de produtos coloridos [25]. Por isso, o0 desenvolvimento de métodos que visem
diminuir a poluicdo causada por corantes sdo encontrados na literatura especializada [24, 25,
26]. Esses métodos envolvem a degradacdo completa do corante, utilizando catalisadores.

O corante Cristal Violeta é soltvel em agua, venenoso para animais e mutagénico [24,
26]. Devido a solubilidade desse corante em agua e a sua toxicidade, ele é considerado poluente

e precisa ser removido do descarte industrial.

A molécula do Cristal Violeta ndo € estavel e a degradacdo pode ocorrer mesmo sem

a presenca de irradiacao de luz, devido a oxidacao pelo oxigénio atmosférico [3].

A reacdo de fotodegradacdo do corante Cristal Violeta (Figura 2a) comega quando
ocorre absorc¢do de luz tanto ultravioleta, quanto luz visivel, que geram o desbotamento da cor
[2]. A degradacdo desse corante, que possui a razdo massa carga m/z 372, é caracterizada pela
demetilacdo oxidativa progressiva, na qual ocorre a perda sucessiva de um grupamento metila

(—=CHz), o qual é substituido por um atomo de hidrogénio (H), resultando numa diminuicao
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liquida de massa de 14 Da. Assim sendo, o primeiro produto de degradacdo é o Violeta de
Metila 6B com m/z 358 (Figura 2b) e o segundo produto de degradacdo é a Violeta de Metila
2B com m/z 344 [25]. Esse processo de demetilagdo esta representado da Figura 3. O Cristal
Violeta possui, em sua estrutura inicial, 6 grupos metila ligados a nitrogénios da molécula e,

sendo assim, pode formar até 6 produtos de demetilacéo

HiCH 3k

HiCH
| = "
.-"'-'i‘ | -____.-;'a
"\ | ,,-I S, P s | :r
f{..hj% w_f% " \hf%’f w%tk
Hal mz= 3Tl | 4 m'z= 338 |
CHy Hal - CHy
=) Criztzl Violsta b) Violstz da Matilz 5B

Figura 2: Estrutura molecular do corante Cristal violeta e da sua forma degradada Violeta de Metila 6B.

m/z 372 N N m/z 358
CH3 “CH3 CH3 “CH;

Figura 3: Mecanismo de n-demetilagdo do Cristal Violeta (C) [3].

Estudos indicam que a degradacéo do Cristal Violeta segue uma cinética aparente de
primeira ordem e que os valores das constantes cinéticas variam em funcdo das condicdes

reacionais, como por exemplo exposicdo a luz e calor [24, 27].
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2 Fundamentacdo Tedrica

2.1 Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas teve inicio em 1890, com os trabalhos de J. J.
Thompson e W. Wien. Em 1906, Thompson ganhou prémio Nobel por um trabalho relacionado
a espectrometria, em que conseguiu determinar a razdo massa/carga do elétron. Em 1911, Wien
recebeu o Nobel por um estudo sobre deflexdo magnética de raios anddicos, no qual determinou
que esses eram carregados positivamente. O primeiro espectrdmetro de massas foi construido
por A. J. Dempster em 1918, porém, 0 uso desse equipamento apenas tornou-se comum ha

aproximadamente 60 anos, por motivos de custo e confiabilidade [28].

Essa técnica utiliza medidas da relacdo massa/carga de atomos ou moléculas
ionizadas, permitindo a determinagdo da massa molecular e a quantificacdo de compostos
qguimicos. A técnica também é extremamente (til para a identificacdo de estruturas quimicas de
substancias que possuam padrdes de fragmentacao caracteristicos resultantes dos processos de

ionizagdo a que necessitam ser submetidas.

A espectrometria de massas difere de outras formas de espectrometria organica
existentes, como por exemplo infravermelho e ultravioleta, visto que a amostra ndo absorve a
radiacdo eletromagnética. Além disso, trata-se de um método destrutivo em que ao menos parte
da amostra ndo pode ser recuperada em sua forma original apds a analise. Em contrapartida, a
espectrometria de massas possui alta especificidade na identificagdo de compostos quimicos
(especialmente quando acoplada a uma técnica de separacdo), € muito sensivel e requer uma

guantidade pequena de amostra [29].

Caracteristicas de desempenho dos espectrdmetros de massas, COmo acuracia,
resolucdo, sensibilidade, limites de deteccéo, rapidez e variedade de aplicacdes tornam esse
tipo de equipamento muito importante dentre os métodos analiticos mais utilizados atualmente
[30]. Sendo assim, torna-se relevante conhecer os principios de funcionamento de um

espectrometro de massas.

Um espectrometro de massas é constituido basicamente por cinco componentes: a
unidade de introduc@o de amostras, a fonte de ionizacao, o analisador de massas, o detector e 0

processador de sinais [28], como mostrado na Figura 4.
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Injecdo da - Fonte de e Analizador | Processador

amostra ionizacao de massas de sinais

Figura 4: Diagrama dos componentes basicos de um espectrdmetro de massas.

2.1.1 Unidade de introducao da amostra

Esta unidade tem a funcdo de introduzir as amostras na fonte de ionizagdo. As
amostras, que usualmente estdo sob pressdo atmosfeérica, precisam ser submetidas a pressdes
menores, de acordo com a necessidade da fonte de ionizacdo. Apos a ionizagdo, vacuo (da
ordem de 107 a 10 torr) se faz necessario, afim de evitar a fragmentagio dos ions recém-
formados por coliséo intermolecular e diminuir a corroséo da fonte, do analisador e do sistema

de detec¢do por exposicao ao ar e a umidade.

De modo geral, espectrdmetros de massa sdo acoplados (hifenados) a equipamentos
de separacdo, normalmente cromatografos gasosos ou liquidos. A justificativa para a utilizacéo
de um método de separacdo anterior a fonte de ionizacdo € a presenca simultanea de diferentes
compostos no momento da ionizacao, o que poderia dificultar a identificagdo em misturas muito
complexas [28, 29]. Dessa maneira, a cromatografia (liquida ou gasosa) € 0 meio mais usual
de introducdo da amostra no espectrometro de massas. Mesmo em situacdes em que uma coluna
cromatografica ndo seja necessaria, € muito comum optar-se pela utilizacdo de toda a
infraestrutura de injecdo do cromatdgrafo, visando automatizar e tornar mais reprodutivel o

método analitico como um todo.

2.1.2 Fonte de ionizagdo

As moléculas do analito necessitam ser ionizadas, para que a analise e a detecgéo por
espectrometria de massas sejam possiveis [29]. Cations podem ser produzidos por mecanismos
de impacto de elétrons (alta energia: 50-70eV), protonagdo, ionizagdo dissociativa com ou sem

rearranjos, ionizagdo mdaltipla etc. Anions, por sua vez, podem ser gerados por captura de
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elétrons (baixa energia: ~0,1eV), desprotonacdo etc. fons positivos ou negativos também
podem ser gerados pela transferéncia de espécies carregadas da fase condensada para a fase
gasosa [30]. A depender do pH escolhido para a fase movel (HPLC), da polaridade utilizada na
fonte de ionizacdo, nas placas seletoras/focalizadoras de ions e nos detectores, um
espectrOmetro de massas pode operar em modo positivo (deteccdo de cétions) ou em modo
negativo (deteccdo de anios). Devido ao carater basico e catidnico dos corantes estudados, a
espectrometria de massas utilizada neste trabalho concentrou-se no modo positivo de ionizacéo

e deteccao.

Existem varias técnicas de ionizacdo como, por exemplo: impacto de elétrons (El, do
inglés Electron lonization), ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (APCI, do inglés
Atmospheric Pressure Chemical lonization), fotoionizacdo a pressdo atmosférica (APPI, do
inglés Atmospheric Pressure Photo lonization), dessorcao/ionizacéo assistida por spray (DESI,
(do inglés Desorption ElectroSpray lonization), bombardeamento com dtomos de alta energia
(FAB, do inglés Fast Atom Bombardment), dessorc¢éo/ionizacéo por laser (LDI, do inglés Laser
Desorption lonization), dessorcdo/ionizacao por laser assistida por matriz (MALDI, do inglés
Matrix-Assisted LDI), ionizacdo por eletrospray (ESI, do inglés ElectroSpray lonization) etc.
[28, 29, 30]. As faixas de aplicabilidade de cada técnica de dependem da estrutura do analito
envolvido e podem ser esquematizadas conforme a Figura 5. Por sua ampla utilizacao,
destacam-se a ionizacdo por impacto de elétrons (EI), comumente associada a GC/MS, e a
ionizacdo por eletrospray (ESI), frequentemente escolhida para HPLC/MS. No presente

trabalho, a fonte de ionizacdo de ionizacdo empregada foi do tipo ESI, que sera descrita a seguir.

100,000
APPI-ESI

10,000

Assistida
por

Peso Molecular

Spray

-~

Nao Polar Polaridade do Analito Muito Polar

Figura 5: Aplicabilidade das técnicas de ionizagdo. Adaptado [31]
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Um grande numero de compostos, devido a sua elevada massa molecular ou carga
elétrica, ndo sdo volateis nem termicamente estaveis. Este tipo de substancia ndo pode ser
vaporizado para a separacdo por GC nem para a utilizacdo de fontes de ionizacdo em fase
gasosa. Esses compostos sdo mais facilmente separdveis por HPLC ou CE, que tiveram seu
campo de aplicagédo ampliado com o desenvolvimento da ionizacao por eletrospray (ESI). Ela
permite uma alta sensibilidade e é facilmente acoplada a HPLC [29, 30]. Na ESI, uma solucéo
contendo a amostra ¢ injetada em forma de spray, através de um capilar, em uma camara
aquecida e mantida a pressao aproximadamente atmosférica. O capilar é dotado de um alto
potencial voltaico em sua superficie de tal forma que pequenas gotas carregadas eletricamente
sdo expelidas na camara de ionizacdo. As gotas carregadas sdo submetidas a um contra fluxo
de gas, normalmente o nitrogénio, para secar o solvente presente. Com a evaporacdo do
solvente, a densidade de carga das gotas aumenta até 0 momento em que forcas eletrostaticas
repulsivas quebram a tensao superficial das gotas, rompendo-as em gotas ainda menores. Esse
processo continua até que os ions da amostra sejam dessorvidos na fase gasosa, sem a presenca
de solvente, para entdo serem transferidos ao analisador de massas [28, 30]. O processo de

ionizacdo por eletrospray encontra-se esquematizado na Figura 6.

Ponta do capilar
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Figura 6: Representacdo esquematica de uma fonte de ionizagdo ESI. Adaptado [28].

A carga dos ions gerados pela fonte ESI pode ndo corresponder a carga original das

moléculas da amostra em solugdo. A carga, normalmente em forma de protons, transferida para

24



as moléculas da amostra resulta de um balango entre a concentracéo de carga nas gotas durante
a evaporacdo do aerossol e 0 processo eletroquimico resultante do potencial eletrostatico

aplicado ao capilar [28].

2.1.3 Analisador de massas

Apos a passagem pela fonte de ionizagdo, os ions da amostra precisam ser separados

no analisador de massas de acordo com sua relacdo massa/carga (m/z) [28, 29, 30].

Toda particula (ex: atomos, moléculas) eletricamente carregada, quando em
movimento em uma regido do espacgo submetida a um campo magnético (B), é submetida a uma

forca (F), denominada forca de Lorentz, calculada pela seguinte equacéo.
F=z(E+vxB) (1)
Onde: z= carga elétrica da particula; v = velocidade da particula; £ = campo elétrico.
Essa mesma forca atuando sobre a particula carregada deve se igualar a forca
associada a lei de Newton do movimento, conforme a equacéo a seguir.
F=ma (2)
Onde: m = massa da particula; a = aceleracdo da particula.

A igualdade entre as duas equacdes anteriores resulta em:

(g)a=E+va 3)

A equacdo (3) evidencia as principais variaveis envolvidas em um analisador de
massas: a relacdo massa/carga (m/z) é a variavel medida e o0 movimento da particula (a) €
estabelecido pelos campos elétricos (E) e magnéticos (B) envolvidos, sendo a forma de
estabelecer esses campos a principal diferenca entre 0s equipamentos comerciais.

Existem diferentes tipos de analisadores de massas, dentre os quais merecem destaque
0 setor magnético, o quadrupolo, analisador por tempo de voo (TOF), armadilha de ions (ion
traps) e analisador baseado em ressonancia ciclotronica de ions com transformada de Fourier
(FT-ICR, do inglés Fourier Transform lon Cyclotron Resonance). Os analisadores de massa
também podem ser hifenados com a finalidade de aumentar a versatilidade a permitir a

execucao de multiplos experimentos (MS") [30].

25



A performance de um analisador de massas pode ser medida de cinco maneiras: limite
de alcance de massa (mass range), rapidez da analise, transmissao, acuracia (mass accuracy) e
resolucdo. O alcance de massa determina o limite da razdo m/z que pode ser medido. A rapidez
de analise esta relacionada a taxa de contagem de ions com a qual o analisador de massas
consegue fazer as medicGes. A transmissdo é a razdo do nimero de ions que alcangam o detector
pelo numero de ions que entraram no analisador de massas. A acuracia é medida pela diferenca
observada entre a razdo m/z teorica e aquela observada experimentalmente. Por Gltimo, a
resolucdo (R) é a capacidade que analisador de massas possui em distinguir os sinais de
diferentes ions que possuam pequena diferenca na razao massa carga: A(m/z) [30].

(m/z)

" am/o) @

O equipamento utilizado neste trabalho possui 0 analisador de massas TOF (do inglés
time-of-flight). O TOF é baseado no principio de que a velocidade de dois ions criados no
mesmo instante e com a mesma energia cinética ira depender apenas de suas relacdes
massa/carga [28, 29, 32]. Um balanco de energia na molécula ionizada permite escrever as

seguintes relagoes:

y =" 5

V== )
_L

v=o (6)

Onde z é a carga, V o potencial elétrico, m a massa, v a velocidade, L a distanciaeto
tempo. Substituindo (2) em (1) e rearranjando a equacao chegamos ao valor do tempo de voo

como func¢do da razdo massa carga (m/z) e do percurso (L):

m/z

t=1L |——
2V

(7)

A equacdo anterior demonstra que, quanto maior a relagdo massa/carga de um ion,
mais tempo ele levara para percorrer o comprimento (L) do analisador de massas. Dessa
maneira, 0 tempo de voo esta diretamente relacionado a relacdo m/z, possibilitando a separagéo

de ions em uma mistura. Esse principio encontra-se ilustrado na Figura 7.

Em um analisador do tipo TOF, os ions sdo lancados em pulsos curtos e bem

definidos, a fim de que sua energia inicial em direcdo ao detector seja 0 mais uniforme possivel.
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O analisador TOF apresenta como caracteristicas principais sua alta resolucdo, acuracia e amplo

alcance de massas.

__Fonte.__. Tubo do TOF Detector
: :
® @ |
o —H> @ 4 0 — ;
v: £
o §

Figura 7: Esquema simples de um analisador de massas do tipo TOF. Adaptado [33].

A diferenca de tempos de voo (At) existente entre dois ions, pode ser calculada a partir

da equacéo (8) como sendo:

At = \/%_VA(,/m/z) (8)

Quanto maior a diferenca de tempos de voo existente entre ions de relacdo
massa/carga similares, tanto maior a capacidade do analisador em distingui-los, ou seja, tanto
maior a sua resolucdo e a sua acuracia. Dessa forma, a equacéo (4) demonstra que uma maneira
de aumentar a resolucdo e a acuracia em um TOF é aumentar 0 seu percurso de voo, por isso,
é comum encontrar analisadores possuindo entre 1 a 2 metros de comprimento. Um beneficio
adicional de um maior trajeto do tubo de voo é o aumento do alcance de massas (mass range),
visto que ions com relacdo massa/carga mais elevadas (maiores tempos de voo) poderdo ser
analisados [28, 30].
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Figura 8: Esquema de um analisador TOF equipado com ions refletores [34].
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Para aumentar o tempo do voo, e consequentemente melhorar as caracteristicas de
desempenho mencionadas, o TOF pode ser modificado com o uso de refletores eletrostaticos,
chamados refletores de ions ou também reflectrons, que séo utilizados para gerar um campo
elétrico repulsivo em seu trajeto [28, 30]. Os refletores de ions sdo compostos de uma série de
grades e eletrodos nos quais € promovido um aumento progressivo do potencial repulsivo. Ao
entrarem no tubo de voo, os ions sdo desacelerados por esse campo elétrico, mudam a dire¢do
de movimento e retornam ao tubo no sentido contrario, como ilustrado na Figura 8. 1sso permite

dobrar o percurso de voo original [28].

2.1.4 Detector

Apds a passagem pelo analisador de massas, o fluxo de ions é convertido pelo detector
em sinais de corrente elétrica de maneira proporcional a sua abundancia. Existem diferentes
tipos de detectores e a escolha depende do instrumento e das aplicagdes desejadas. Alguns
detectores, chamados de Faraday cup, sdo baseados na medida direta da carga produzida
guando os ions se encontram com a superficie do detector. Outros detectores, como por
exemplo eletromultiplicadoras ou fotomultiplicadoras, sdo baseados na energia cinética

transferida pelos ions na colisdo com a superficie do detector [30].

Atualmente detectores do tipo eletromultiplicadoras sé@o os mais utilizados na
espectrometria de massas. Possuem a capacidade de aumentar a sensibilidade, pois, quando um
ion colide com a superficie do detector, 2 elétrons sdo emitidos amplificando o sinal medido
[28]. No presente trabalho, o detector utilizado foi Microchannel plate (MCP), uma forma de
eletromultiplicadora, que possui eletrodos (dynodes) continuos. Esse tipo de detector € uma
placa constituida por varios microcanais individuais, cilindricos e de tamanho microscopico

(tamanho do didmetro varia de 4 até 25um). [30]

Figura 9: Secdo transversal de um MCP e elétron multiplicacdo dentro do micro canal [30].

28



A multiplicagdo de elétrons ocorre por intermédio de uma substancia semicondutora
que reveste cada microcanal. Elétrons secundarios sdo emitidos, causando um efeito

cumulativo, como mostra a ilustracdo da Figura 9.

2.1.5 Processador de sinais

A informacéo fornecida pelo espectrometro de massas ndo tem significado se néao
houver um processamento desses dados [29]. O sistema de deteccéo utilizado no TOF opera
com o conversor do tipo tempo-digital (TDC, do inglés time-to-digital conversor). Cada ion
que colide com a placa do detector gera um pulso de elétrons e 0 TDC contabiliza o tempo do

pulso e o resultado é armazenado na memoria e transferido para o computador [30].

O computador para o processamento de sinais precisa ser capaz de opera¢cdes como,
por exemplo, controlar o espectrdmetro de massas, adquirir e processar os dados do
espectrOmetro [34]. Assim, é necessaria uma interface que converta informac6es fornecidas
digitalmente, para informacdes analdgicas para controlar o equipamento, como também seja
capaz de tratar os dados recebidos pelo MS. Os dados recebidos sdo registrados pelo
computador e convertidos entdo para valores de massas ou intensidades de picos. A posic¢éo do
pico é dada pelo valor do tempo, que é convertido em valor de massa. Essa conversdo necessita

de uma calibracdo prévia com padrdes pré-estabelecidos [30].

2.2 Quimiometria

A Quimiometria tem como finalidade planejar e/ou otimizar procedimentos
experimentais e aplicar a analise multivariada para obter informacéo quimica, a partir da grande
guantidade de dados produzidos pelos instrumentos de analise. Aplicam-se, entdo, ferramentas
matematicas e estatisticas capazes de converter esses dados no maximo de informacédo util

possivel [35].

Os métodos de classificagio em quimiometria podem ser divididos em

supervisionados e ndo supervisionados. Em métodos supervisionados, a informagéo sobre a que
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classes (categorias) pertencem as amostras esta disponivel e é usada na constru¢do dos modelos

matematicos.

O contréario ocorre com métodos quimiométricos ditos ndo supervisionados, em que
ndo se conhece a priori a que classes pertencem as amostras, ou essa informacao nao € utilizada
na construcdo de modelos mateméticos. Possuem a vantagem de ndo necessitar informacoes
prévias sobre o conjunto de dados, caracteristica essa muito conveniente a aplicacdo em casos
forenses, nos quais frequentemente nédo se dispde desse tipo de controle ou padronizacéo sobre

o material a ser analisado.

Em trabalho de pesquisa anterior [34], o método ndo supervisionado ULT
(Unsupervised Linkage Treshold), que havia sido originalmente desenvolvido para outras
aplicacdes forenses [36] (ex: correlacdo de apreens@es de cocaina), foi aplicado na datagédo de
lancamentos gréficos de tintas de caneta em documentos. O método permitiu a determinacao
de intervalos de confianca envolvidos na datacdo de cada formulagdo de tinta estudada. Por
esse motivo, ele foi escolhido como método de referéncia para a comparagao com a regressao
por minimos quadrados parciais (PLSR) utilizada no presente trabalho. A fundamentacao

teorica desses dois métodos é abordada a seguir.

2.2.1 Meétodo ULT para datacdo de manuscritos

O método ULT pode ser resumido pelas seguintes etapas [36, 34]:

1) Os espectros de massa dos manuscritos de interesse sdo obtidos e as areas dos
picos sdo normalizadas para cada corante dentro de sua sequéncia de produtos de
degradacdo. Dessa forma, 0s espectros de massa sdo convertidos em vetores
caracteristicos, cujas componentes sdo as areas normalizadas dos picos de corante
(Fig. 11);

2) A similaridade entre dois espectros é avaliada pelo cosseno quadrado do angulo
0 formado entre 0s seus vetores caracteristicos. Por brevidade de notagdo,
convenciona-se que p = cos?0. Dessa forma, p representa uma medida de
similaridade entre amostras que apresenta valores no intervalo [0;1]. Para
amostras muito parecidas p = 1, ao passo que para amostras muito diferentes p =
0.
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3)

4)

S)

6)

Célculo do dendrograma, grafico de analise hierarquica que exibe o agrupamento
das amostras em classes de acordo com a sua similaridade (p). O dendrograma
permite agrupar as amostras em crescente grau de separacgdo de acordo com o
detalhamento requerido. O nimero de classes (Nciass) resultante podera variar de

2 até o numero total de amostras.
Variando o numero de classes (Nciass), calcular tanto as correlagdes intraclasse
como as interclasse para cada par de amostras comparadas. Para um dado valor de
Neiass, amostras sao ditas ligadas se elas se encontram agrupadas em uma mesma
classe. Caso contrario, elas sdo consideradas nao-ligadas. A partir dessa
informagao, os histogramas das amostras ligadas e nao-ligadas sdo construidos.
Com base nos histogramas das amostras ligadas e ndo-ligadas, para cada Nciass
construir a curva caracteristica do receptor (ROC, do inglés Receiver Operating
Characteristic) e calcular a correspondente area sob a curva (AUC, do inglés Area
Under the Curve). A ROC ¢ um gréafico que possibilita avaliar a qualidade de um
método de classificagdo de amostras a medida que seu limite de discriminagao ¢
variado. Em geral, ndo ocorre uma completa separagdo entre os histogramas das
amostras ligadas e ndo-ligadas, existindo uma zona de sobreposicao entre eles.
Quanto maior o valor de AUC, menor a sobreposi¢cao. Um método de classificacao
ideal ¢ aquele em que o valor de AUC é maximo (AUC=1).
O valor final para Ncass € determinado de acordo com o seguinte critério
sequencial:
a. Em ordem crescente, iniciando pelo menor valor possivel (Nciass = 2),
escolha o valor de Nciass que apresente o valor mais alto de AUC,;
b. Para o Nciass €scolhido, verifique se 0 menor valor de p encontrado para a
populacdo de amostras ligadas (pL) satisfaz a inequalidade p. > 0,9. Se
esse for o caso, o valor final de Neiass esta escolhido. Caso contrario,

obtenha o proximo valor de Nciass para o qual AUC alcance o seu proximo

maximo valor. Repita esse procedimento até que o critério pL > 0,9 seja
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atingido. O valor critico de 0,9 foi estabelecido de modo a garantir uma
similaridade minima requerida para amostras ligadas.

7) Os valores-limite de correlacdo entre amostras sdo determinados. O menor valor
de p encontrado para a populagdo de amostras ligadas é denominado p., a0 passo
que o maior valor de p encontrado para amostras ndo-ligadas € designado pnc.
Valores de cosseno quadrado acima de pnu indicam amostras que estdo
correlacionadas (p>pnL). Valores de cosseno quadrado abaixo de p. indicam
amostras que ndo estdo correlacionadas (p<p.). A zona de sobreposicao entre pL
e pnL representa uma regido de incerteza (pL<p<pnL).

8) Construir o histograma das amostras correlacionadas (p>pnL) em funcdo da
diferenca de datas existente entre elas.

9) Determinar o intervalo de confianca de datacdo, por intermédio do calculo do
percentil 95% do histograma das amostras correlacionadas (p>pnL).

Uma representacdo esquematica e geral do método ULT pode ser vista na Figura 10

e na Figura 11.

Espectro A Vetor A

Espectro B Vetor B ®

N
o1 =

Xa

Figura 10: Representacdo ilustrativa da construgdo dos vetores para 0 método ULT a partir dos espectros de

massa.
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Figura 11: Sintese das etapas para 0 método ULT. Adaptado [36]

2.2.2 Regressdo por minimos quadrados parciais (PLSR)

Existem diversas linhas de pesquisa na quimiometria e, dentre elas, a calibracdo
multivariada destaca-se como uma das principais. No caso de uma calibragdo de primeira
ordem, os dados sdo representados por um vetor para cada amostra. Diferentemente da
calibracdo univariada, esse tipo calibracdo permite a construcdo de modelos de regressao
mesmo na presenca de interferentes, desde que 0s mesmos estejam presentes nas amostras
utilizadas na construcdo do modelo, e também proporcionam a identificacdo de anomalias.
Dentre os métodos de calibracdo multivariada de primeira ordem, a regressao por minimos
quadrados parciais (PLSR, do inglés Partial Least Squares Regression) é o mais utilizado [37]

e € 0 método que serd avaliado nessa dissertacao.

Andlises de regressdo sdo usadas para estimar variaveis. Se duas varidveis se
encontram significantemente correlacionadas, é possivel estimar os valores de uma a partir da
outra [2]. A regressdo por PLSR é um método de calibragcdo multivariada na qual a matriz de
dados X, nesse trabalho, é formada pelas areas dos picos dos espectros de massa dos corantes
existentes em cada amostra de tinta de caneta esferografica, como esquematizado na Figura 12.
O vetor y é composto pelos valores de referéncia [38], que correspondem aos anos de

langcamento da tinta da caneta esferografica no documento. Na construcdo do modelo, outliers
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sdo identificados e eliminados com base em medidas de influéncia e erros de modelagem das

amostras.
(A) (B) vee | e {oee | IV
S 0 ualvalvale o T [
.; g
] v
g, (@)
o £ Matriz de
T <
B " dados (X)
2 Vi
g
Razdo m/z Variavel —>

Figura 12: Organizacdo dos dados em uma matriz a partir dos espectros de massas. (a) Espectro de massas que

representard uma linha na matriz de dados representado em (b).

Para determinar quantas e quais variaveis serdo utilizadas na construgdo do modelo,
sdo criadas novas variaveis, chamadas de Variaveis Latentes (VL), de forma a maximizar a
covariancia entre a matriz X e o vetor y. As VL sdo definidas de maneira a obter a melhor
relacdo entre X e y, ou seja, a relagdo que resulte no valor do residuo o mais préximo possivel
de zero [33]. Em uma regressdo por PLSR, quanto maior o nimero de variaveis latentes, mais

complexo é o modelo.

Para escolher o numero adequado de variaveis latentes, pode ser utilizado o método
de validacdo cruzada. Um tipo comum de validacdo cruzada é a denominada “deixe uma fora”
(leave one out) [39]. Esse tipo de validacao consiste em vérias rodadas. Em cada rodada, ocorre
a remocdo de uma amostra do conjunto de calibracdo, sendo o modelo quimiométrico
construido com as demais. Este procedimento se repete até que todas as amostras tenham sido
deixadas de fora uma vez do conjunto de calibracdo. Assim, serdo obtidos n modelos com n-1
amostras, e 0 erro de previsdo sera avaliado através da raiz quadrada do erro médio quadratico

de validacdo cruzada (RMSECV, do inglés Root Mean Square Error of Cross Validation) [40].

No PLSR os dados da matriz X e do vetor y sdo decompostos linearmente nas somas
de produtos exibidas nas equagdes (9) e (10) [41].

X=TPT+E=ZtipiT+E (9)

y=Tq"+f = ZtiqiT+f (10)
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Onde E e f contém partes de X e y que ndo sdo explicadas pelo modelo (residuo de
modelagem). O vetor t; inclui as colunas de T e é chamado de vetor escore. Os vetores pi € g
sdo chamados de pesos, e a soma Y tem limite em “A”, nUmero de variaveis latentes usados no
modelo. A propriedade de interesse (ypred) de um conjunto de amostras é estimada pela
multiplicacdo dos dados da matriz X (nesse caso as areas dos picos dos espectros de massa dos
corantes existentes em cada amostra) pelo vetor de regressdo (b) apropriado como na equagéo

(11) onde W é a matriz de pesos determinada no algoritmo do PLSR [41].
Ypred = TqT = XW(PTW)_I qT =Xb (11)

Esse processo pode ser representado de maneira esquematizada, pela Figura 13 que
ilustra a fase de calibracéo para o modelo PLSR.

X cal y cal & yp]‘ed:Xb
Propriedade :> b

ano de

I( t 1 b= coeficientes

AngAmento) PLSR de regressao

Espectros

Figura 13: Esquema da fase de calibracdo para o modelo PLSR.

A

Figura 14 esquematiza a fase de validacdo do modelo PLSR. Nesse modelo, em
termos médios, a exatidao pode ser expressa pelo RMSEP (do inglés Root Mean Squared Error
of Prediction), que inclui tanto os erros sistematicos como os erros aleatérios [41]. A exatiddo
avalia a concordancia dos valores estimados pelo modelo com os valores ditos como

verdadeiros ou de referéncia.

B [
b | [Propriedade | "~ Pardmentros de validag3o:
’ |{ano de -

Espectros - Exatiddo
‘ langamento)
L

Figura 14: Esquema da fase de validagdo para modelo PLSR.

E comum realizar-se algum tipo de pré-processamento nos dados na tentativa de

reduzir as interferéncias de parametros espectrais antes do desenvolvimento do modelo PLSR.
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Esses pré-processamentos séo realizados com a finalidade de minimizar efeitos indesejaveis e
que ndo estdo relacionados com a propriedade de interesse, como por exemplo: variacdo de
linha de base, variacGes devido a fonte de radiacdo, tamanho de particula, rugosidade da
superficie da amostra, etc. Em geral, essas operacdes sdo aplicadas as variaveis da matriz de
dados X, antes da construcdo do modelo de calibragdo multivariada, mas alguns pré-
processamentos podem ser aplicados também no vetor y [42], como por exemplo centrar 0s

dados na média.

A definicdo do pre-processamento a ser utilizado deve levar em consideracdo as
caracteristicas das amostras e dos dados. A escolha é usualmente feita em favor do pré-
processamento que resultar no menor erro associado a uma avaliagdo por validagéo cruzada. E
importante salientar que, o pré-processamento de a ser utilizado na etapa de validacdo deve ser

0 mesmo que aquele empregado na etapa de calibracédo [40].

Dois importantes métodos de pré-processamento passiveis de utilizagdo com dados
de espectrometria de massas sdo 0 o centramento de dados na média e a padronizagdo normal
de variaveis (SNV, do inglés Standard Normal Variate). O centramento na média consiste na
subtracdo do valor médio de intensidade/area, calculado para uma amostra, de cada valor de
intensidade/area dessa mesma amostra [40] Assim, esse pré-processamento elimina um fator
constante (offset) e translada os dados da origem natural para a origem na média, preservando
a sua estrutura [35]. J& a normalizacdo SNV ¢é geralmente usada para corrigir a variacdo
espectral causada por erros sistematicos e de linha de base e o objetivo é melhorar a correlacéo

entre os dados espectrais e os valores de interesse.

Durante a modelagem, é necessario estar atento para a possivel presenca de outliers,
pois eles influenciam negativamente a performance do modelo, resultando em altos valores de
erro e, consequentemente, baixa capacidade de previsao [43]. Portanto, essas amostras devem

ser detectadas, examinadas e, se necessario, removidas dos conjuntos de dados.

Existem diferentes métodos utilizados para a identificacdo de outliers. Para esse
trabalho, sera utilizado a andlise grafica da influéncia (leverage) em conjunto com 0s erros nos
residuos referentes a propriedade de interesse. A medida de leverage se baseia na analise da
influéncia de uma determinada amostra no conjunto de regressao quando comparada com as
restantes. Quando uma amostra possui a0 mesmo tempo alto leverage e alto erro, ela influencia

demasiado negativamente o desempenho do modelo [43]. Neste trabalho, os outliers foram
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excluidos de acordo com esses 2 critérios simultaneos, ou seja, foram excluidos amostras com

alto leverage e alto erro, usando 99% de confianga.

Datacdo quimiomeétrica de documentos
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3 Datacdo quimiométrica de documentos

Nesse capitulo sera avaliada a aplicagdo da regressao por minimos quadrados parciais
(PLSR) a dados previamente obtidos por LC-MS/TOF na estimativa da data de langamentos de
tintas de caneta esferografica em documentos envelhecidos naturalmente. Os dados obtidos por
PLSR serdo comparados com aqueles obtidos por Karina F. F. Costa, que utilizou 0 método
ULT para o mesmo tipo de aplicacdo em sua dissertacdo de mestrado [34]. O objetivo foi
estudar diferentes métodos a fim de encontrar aquele que fornecesse o menor valor de percentil
95%.

3.1 Materiais e métodos

Os dados experimentais, mostrados nesse capitulo, foram obtidos do estudo realizado
por Karina F. F. Costa, cujas informacdes detalhadas podem ser encontradas em sua dissertacédo
de mestrado, intitulada "Datacdo de lancamentos graficos por espectrometria de massas e
analise do perfil de degradacdo natural de corantes”, que foi realizada na Universidade de
Brasilia e defendida no ano de 2016. A seguir, serdo descritos de forma sumaria 0s aspectos
referentes a coleta e preparo das amostras obtidos no estudo prévio e que servirdo de base a

comparacdo dos dois métodos quimiomeétricos supracitados.

3.1.1 Amostras

A amostragem abrangeu laudos periciais, com diferentes datas de producéo,
localizados no arquivo do Instituto Nacional de Criminalistica da Policia Federal (INC/PF).
Tais documentos selecionados continham manuscritos de tintas de canetas esferograficas nas
cores azul e preta. Foram coletados lancamentos graficos produzidos entre os anos de 1962 e
2014, com intervalo médio de dois anos entre as amostras. Um total de 505 amostras de tintas
de caneta foram selecionadas para o estudo, sendo 384 (76%) da cor azul enquanto que 121
(24%) da cor preta. Os principais corantes detectados encontram-se na Tabela 1, juntamente
com a relacdo m/z dos ions observaveis experimentalmente por espectrometria de massas. As
combinacg6es dos corantes (formulagdes) de maior ocorréncia nas amostras (Tabela 2) foram

utilizadas na comparacdo entre o método ULT e PLSR.
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Tabela 1: Siglas e ions moleculares caracteristicos dos corantes que foram estudados.

Corante Sigla fons moleculares caracteristicos*
1,3-dimetil-1,3-ditolilguanidina G 268, 254, 240, 226, 212
Cristal Violeta C 372, 358, 344, 330, 316
Rodamina R 443, 415
Victoria Blue B V 470, 456, 442, 428, 414
Basic Blue 7 B 478, 450, 422, 394

*Valores de relagdo massa carga apresentados sem as casas decimais.

Tabela 2: Distribuicdo das formulagdes de corantes por década. Adaptado [34]
N° % conforme Quantidade de lancamentos de tinta por

de coloracdo da tinta década Total de

Formulagdo | picos | Canetas Canetas 1960 1970 1980 | 1990 2000 | 2010 @ canetas por

max. | Azuis | Pretas @ a a a a a a | formulagdo
1968 | 1978 | 1988 | 1998 | 2008 | 2014

GC 13 98,2% 1,8% 12 26 42 56 18 11 165
Ccv 13 96% 4,0% 2 3 2 21 32 39 99
GRB 10 0% 100% - 7 27 31 1 - 66
B 3 88,4% 11,6% 9 24 5 3 - 2 43
C 5 12,5% 87,5 3 7 - 3 17 10 40
CB 10 96,8% 3,2% 11 6 3 1 2 8 31

3.1.2 Preparacdo das amostras

Foram extraidos dois pequenos confetes (didmetro ~2mm cada um) da regido do
documento contendo manuscritos. Esse mesmo procedimento foi repetido para a obtencdo de
amostras do suporte (papel) sem tinta, funcionando como branco. Para extragdo de cada
amostra, foi utilizado um alicate monofurador (Figura 15) e os confetes foram posteriormente
extraidos com 500 pL de metanol (grau HPLC) sob voértex por 30 segundos. As amostras,
lacradas em vials apropriados, estavam prontas para a analise por LC-MS/TOF com fonte de

ionizagdo ESI.
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Figura 15: Procedimento experimental para analise de tintas de canetas em papel [34].

Durante o preparo das amostras, o perfurador e a pingca foram higienizados com papel
toalha umedecido com &lcool etilico a cada amostra, para evitar contaminagao cruzada. Além
disso, foi observado se no verso de todas as folhas onde se pretendia amostrar havia alguma
tinta. A intencdo era amostrar apenas partes do documento que ndo possuissem no seu verso
algum tipo de marcacdo, impressdo, ou qualquer elemento que pudesse interferir nos resultados

das analises.

3.1.3 Anadlise dos dados

Os métodos quimiométricos abordados no presente trabalho (ULT e PLSR) foram
construidos utilizando o programa Matlab® verséo 8.0.0.783 (R2012b), PLS toolbox 7.0.3 e
fungdes do toolbox statistics.

O modelo PLSR foi desenvolvido utilizando dois pré-processamentos diferentes que

foram: dados centrados na média e normalizacdo SNV. Esses pré-processamentos foram
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escolhidos pois resultaram em menores erros na estimativa dos anos de langamentos de tinta
em comparagdo a outros pré-processamentos testados. O nimero de varidveis latentes foi
determinado segundo dois critérios: aquele que fornecia o menor valor de RMSECV (do inglés
Root Mean Square Error of Cross Validation) ou 0 niumero de variaveis latentes a partir do

qual o RMSECYV atingia um patamar.

3.2 Resultados e discussao
3.2.1 Meétodo quimiométrico - ULT

A Tabela 3 resume os resultados obtidos pelo método ULT, sendo que os resultados
mais importantes para fins de comparagdo sdo a maxima diferenca de idade entre amostras
correlacionadas (p>pnL) que engloba 95% das amostras (percentil 95%) e a maxima diferenca
de idade observada entre amostras correlacionadas (p>pni). A formulacdo que contém apenas
0 corante Basic Blue 7 (B) apresentou em 95% das amostras uma diferenca de idade entre
amostras correlacionadas (p>pni) de até 38, sendo uma diferenga muito alta e provavelmente
com pouca aplicabilidade em analises forenses. Esse resultado, de alto valor do percentil 95%
e da diferenca maxima de idade entre amostras correlacionadas também se repetiu na
formulacdo Cristal Violeta e Basic Blue 7 (CB). Contudo, para as demais formulagdes foram
obtidos percentis 95% que variam de 10 a 18 anos, os quais podem ter maior aplicabilidade na
resolucéo de casos forenses. A formulagdo que resultou em menor percentil 95% foi a GC, e
essa combinacdo esta presente em muitas canetas empregadas no mercado (Secdo 3.1.1, Tabela

2) em especial da marca Bic (Secdo 4.2.4).

Tabela 3: Sintese dos resultados obtidos no método ULT.

Formulagéo B C CB Ccv GC GRB
N° amostras 43 40 31 99 165 66
NC classes 2 8 3 21 17 2

N° correlages 819 58 122 52 645 1988
Percentil 95% (anos) 38 14 38 11 10 18
Diferenca méaxima (anos) 52 48 38 14 36 22
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As Figura 16 eFigura 17 apresentam os histogramas de correlacdo da formula¢do com
a combinacéo dos corantes Guanidina e Cristal Violeta (GC) e da formulacdo que contém

apenas o corante Basic Blue 7 (B), os quais ilustram alguns dos resultados obtidos por Karina
F. F. Costa [34].
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Figura 16: Histograma de amostras correlacionadas obtido no método ULT para a formulagdo GC [34].
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Figura 17: Histograma de amostras correlacionadas obtido no método ULT para a formulagéo B [34].

A Figura 16 ilustra o histograma da formulacdo GC, que teve o melhor resultado no
método quimiométrico ULT. Nesse histograma, observamos que a maior frequéncia ocorre com
uma diferenca de idade entre amostras correlacionadas de 3 anos, que o percentil 95% foi de
10 anos e que diferencas de idade acima desse valor foram despreziveis. Ja a Figura 17 mostra
o histograma para a formulacdo contendo apenas B, que teve o pior resultado obtido pelo

mesmo método quimiométrico. Nesse caso, o percentil 95% foi de 38 anos e a diferenca
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méaxima de idade obtida foi de 52 anos. Contudo, as maiores frequéncias dos resultados ainda
se encontraram com diferencas de até 10 anos.

3.2.2 Regressdo por minimos quadrados parciais (PLSR)

Os dados gerados por espectrometria de massas sdo constituidos de tabelas com as
areas de todos os picos referentes aos corantes selecionados. Para o calculo do PLSR, os valores
de area de todos os picos, de uma mesma série de produtos de degradacdo correspondente a
cada corante, foram normalizados a 100%. Essa normalizacdo foi efetuada usando-se a razéo
entre as intensidades de area de cada pico individual e a soma dos valores das intensidades de
todos 0s picos pertencentes a uma mesma sequéncia de degradagéo, definindo assim, vetores

caracteristicos de cada amostra.

3.2.2.1 PLSR com pré-processamento por centramento na média

A Tabela 4 mostra a quantidade de varidveis latentes que foram utilizadas para cada

formulacdo e quais ions foram mais importantes na construcdo das variaveis latentes.

Tabela 4: NUmero méaximo de picos, nimero de variaveis latentes e os principais ions utilizados na modelagem

do PLSR com centramento na média para cada formulagéo.

(0]
Formulagéo oll\(laogiﬁ)); varli\:;lveis Principais ions (m/z)
latentes
B 3 1 478
5 4 344; 330; 358; 316

CB 10 2 358; 450

Ccv 13 1 456
GC 13 7 268; 372; 240; 212; 244; 226; 358
GRB 10 2 240; 212

Os resultados obtidos pelo método PLSR utilizando o pré-processamento que centra
os dados na média estdo sintetizados na Tabela 5. Pode-se observar que as amostras com as
combinagdes 1,3-dimetil-1,3-ditolilguanidina, Rodamina, e Basic Blue 7 (GRB), 1,3-dimetil-
1,3-ditolilguanidina e Cristal Violeta e (GC) e, Cristal Violeta e Basic Blue 7 (CB) resultaram
em menores valores de percentil 95%: 7, 9 e 15 anos respectivamente. Essas formulagdes
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mencionadas tiveram altos valores do coeficiente de determinagio (R?) de calibragdo, sendo
todos acima de 0,8, e baixos valores de RMSEP. Valores de R? proximos a 1,0 indicam um

bom ajuste da regressao.

Tabela 5: Resultados obtidos no método por PLSR com dados centrados na média.

Formulacéo B C CB CcVv GC GRB
N° calibragéo 29 27 21 66 110 44
N° validacéo 14 13 10 33 55 22
R? calibracéo 0,04 0,56 0,81 0,12 0,84 0,80
R? validagdo 0,10 0,12 094 008 068 0,66
RMSEP 11,92 16,10 6,47 952 507 4,09
Percentil 95% (anos) 25 26 15 29 9 7

Por outro lado, a formulagdo que contém os corantes Cristal Violeta e Victoria Blue
B (CV) resultou em valores de R? muito baixos (0,12 e 0,08 para calibracio e validagio
respectivamente). Era esperado um resultado melhor para essa formulacdo, pois ela tem a
segunda maior frequéncia de amostras disponiveis e 13 picos no espectro de massas, 0 que
resulta em mais informacdo para ser modelada no método. O percentil 95% das amostras para
a combinacdo CV foi de 29 anos. Uma possivel explicacdo para a maior diferenca nessa
formulacdo sdo variacdes nas degradacGes dos corantes em funcdo da formulacdo da tinta das
canetas que apresentavam CV. Assim como a combinagédo CV, as formulagdes contendo apenas
e C e apenas B também resultaram em percentis altos.

As figuras a seguir mostram os graficos de regressao e os residuos para as formulagdes
GRB e GC. Essas combinacgdes representam os melhores ajustes das regressdes, ou seja, as
melhores correlagdes entre os valores da data do documento e os valores de data estimados.
Para a formulacdo GRB, as diferencas variaram de -7 a 7 anos, sendo que apenas uma amostra
tem diferenga maior que 7 anos. Para a GC, as diferencas variaram de aproximadamente -15 a
20 anos. Os bons valores de ajuste na regressao e as diferencas mais baixas observadas entre a
data real e a estimada indicam que a PLSR foi eficiente para essas formulagdes. A formulacéo
CB também obteve bons resultados e seus graficos séo similares aos apresentados para GRB e
GC.
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Figura 18: A) Regressdo e B) Data estimada vs Erro Absoluto, ambos para a formulagdo GRB (PLSR — dados

centrados na média).
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Figura 19: A) Regressdo e B) Data estimada vs Erro Absoluto, ambos para a formulacdo GC (PLSR — dados

centrados na média).
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Figura 20: A) Regressdo e B) Data estimada vs Erro Absoluto, ambos para a formula¢do CV (PLSR — dados
centrados na média).
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No caso das formulagdes CV, C e B, ndo foram obtidas boas regressdes, observando-
se amostras com erro muito elevado (aproximadamente -15 a 40 anos). O método para a
formulacdo CV resultou em um percentil 95% de 29 anos e a Figura 20 mostra os graficos de
regressdo e residuos obtidos para essa formulacdo. De forma similar, nas amostras com as
formulagcGes contendo apenas um corante, tanto para o Cristal Violeta (C) como para o Basic
Blue 7 (B), os percentis 95% também ficaram em torno de 25 anos.

A Figura 21 mostra o histograma para a formulacdo GRB, que teve o melhor resultado
pelo método por PLSR com dados centrados na media, onde o percentil 95% foi de 7 anos.
Histogramas similares ao da formulacdo GRB foram obtidos para as formulagdes GC e CB,
com percentil 95% de 9 e 15 anos, respectivamente.
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Figura 21: Histograma obtido no método por PLSR — dados centrados na média para a formulacdo GRB.

A Figura 22 mostra o histograma para a formulagdo CV, que teve o maior percentil
95%: 29 anos. De maneira similar, os resultados para as formulac6es C e B tiveram percentis

95% de 26 e 25 anos respectivamente.
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Figura 22: Histograma obtido no método por PLSR — dados centrados na média para a formulagdo CV.

47



Observa-se nesses histogramas, que as poucas amostras que apresentam diferenca de
idade além do percentil 95% apresentaram um erro muito mais alto que a maioria, sendo elas

as responsaveis por elevar os valores de RMSEP.

3.2.2.2 PLSR com normalizagdo por SNV e dados centrados na média

A Tabela 6 mostra a quantidade de varidveis latentes que foram utilizadas para cada

formulacéo e quais ions foram os mais importantes na construcao das variaveis latentes.

Tabela 6: NUmero méaximo de picos, nimero de variaveis latentes e os principais ions utilizados na modelagem

do PLSR com normalizacdo SNV e centramento na média para cada formulacdo

~ N° max NO . T
Formulagéo de Di variaveis Principais ions (m/z)
epicos |
atentes
B 3 1 450
5 4 344; 330; 358; 316
CB 10 4 358; 330; 344; 450
Ccv 13 1 442
GC 13 7 268; 358; 240; 212; 244; 226; 372
GRB 10 3 240; 212; 254

Essa subsecdo contempla os resultados obtidos pelo método PLSR utilizando o pré-
processamento com normalizacdo por SNV e dados centrados na média. Os resultados obtidos
nessas condicBes sdo sintetizados na Tabela 7. Com essa combinacdo de pré-processamentos,
as amostras contendo as com as formulagdes Cristal Violeta e Basic Blue 7 (CB), 1,3-dimetil-
1,3-ditolilguanidina e Cristal Violeta (GC) e 1,3-dimetil-1,3-ditolilguanidina, Rodamina, e
Basic Blue 7 (GRB) continuaram resultando nos menores valores de percentil 95% (7, 11 e 5
anos, respectivamente), o que representa uma diminuigdo nos erros de datacdo de 2 a 4 anos

em relacdo ao modelo PLSR anterior.

Da mesma maneira, a formulacdo que contém os corantes Cristal Violeta e Victoria
Blue B (CV) apresentou novamente o pior valor de R? de validacio e também maior percentil
95%, que foi de 29 anos. Ainda de maneira similar ao modelo anterior, as formulagdes contendo

apenas e C e apenas B ndo apresentaram nenhuma melhora significativa.
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Tabela 7: Resultados obtidos no método por regressdo PLSR — dados centrados na média e normalizacdo SNV.

Formulacéo B C CB Ccv GC GRB
N° calibragéo 29 27 21 66 110 44
Ne validacéo 14 13 10 33 55 22
R? calibracéo 0,06 0,50 0,96 0,11 0,79 0,82
R? validagio 0,02 0,32 094 007 0,77 0,76
RMSEP 11,48 1421 6,26 952 7,17 343
Percentil 95% (anos) 26 24 7 29 11 5

A Figura 23 mostra os graficos de regressdo e de residuos obtidos para a formulagéo
GRB, que teve melhor ajuste nesse modelo. Para essa formulagdo, as diferencas encontram-se
entre -8 e 6 anos. As formulaces CB e GC resultaram em graficos similares ao apresentado
para a formulagcdo GRB.

Em se tratando das formulacbes CV, C e B, de forma analoga ao modelo PLSR
anterior, ndo foram obtidas boas regressdes e as diferencas obtidas foram muito elevadas. O
método para a formulagdo CV resultou em percentil 95% de 29 anos e os graficos de regressao
e residuos sdo mostrados na Figura 24. De forma similar, nas amostras com as formulacdes
contendo apenas o Cristal Violeta (C), como também apenas o Basic Blue 7 (B), os percentis
95% continuaram altos. Todos os graficos obtidos par ao PLRS com os dados centrados na

meédia e normalizacdo SNV estéo disponiveis no Apéndice 1.
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Figura 23: A) Regressdo e B) Data estimada vs Erro Absoluto, ambos para a formulagdo GRB (PLSR — dados

centrados na média e normalizagdo SNV).
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Figura 24: A) Regressdo e B) Data estimada vs Erro Absoluto, ambos para a formulagéo CV (PLSR — dados

centrados na média e normalizacdo SNV).

A Figura 25 mostra o histograma para a formulacdo GRB, que obteve o melhor
resultado pelo método de regressdo por PLSR com SNV e dados centrados na média, onde o
percentil 95% foi de 5 anos. Histogramas parecidos ao da formulacdo GRB foram obtidos para
as formulagdes GC e CB, com percentil 95% de 11 e 7 anos respectivamente. J& a Figura 26
mostra o histograma para a formulagdo CV, que alcangou o maior percentil 95%, de 29 anos.
O Apéndice 2 contém os histogramas para as demais formula¢6es no método PLSR com 0s

dados centrados na média e normalizacdo SNV.
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Figura 25: Histograma obtido no método por com SNV e dados centrados na média para a formulagao a

formulacdo GRB.
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Figura 26:Histograma obtido no método por PLSR com SNV e dados centrados na média para a formulacéo a

formulacéo CV.

3.2.3 Comparacdo entre os métodos

Tanto o metodo utilizado (PLSR) como o método de referéncia (ULT) apresentaram
dificuldade de modelagem para a formulacéo B, que apresentou diferencas maiores, o que pode
ser justificado pelo espectro de massas desse corante possuir apenas 3 picos de ions
caracteristicos e pelo fato de o corante B apresentar um processo de deetilacdo lento, conforme
sera evidenciado nos estudos de cinética de degradacgdo (ver secdo 4.2.2.3). Ter poucos ions
caracteristicos pode ser prejudicial pois resulta em menos informacdo para ser modelada no
desenvolvimento dos métodos. No método PLSR, com ambos pré-processamentos, as maiores

diferencas foram obtidas com a formulagédo CV.

Ao considerar o percentil 95% das amostras, os métodos ULT e PLSR apresentaram
resultados considerados utilizaveis em aplicacBes forenses (erros < 15 anos) em trés das seis
formulacBes. Os resultados sdo mostrados na Tabela 8, que compara o percentil 95% das
amostras para todos os modelos. O Método PLSR apenas centrando os dados na média
apresentou bons resultados para CB, GC e GRB, sendo o0 melhor método para GC. Ja o método
por PLSR + SNV + dados centrados na média apresentou bons resultados para as mesmas trés
formulacbes (CB, GC e GRB), sendo superior para as formulacdes CB e GRB. A partir desses
dados, o método PLSR aquele com os dados centrados na média e normalizacdo SNV foi
considerado superior. Quanto ao método ULT, obteve-se bons resultados para C, CV e GC,

sendo o melhor para as formulagées C e CV. Por outro lado, nenhum método apresentou
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resultados aceitaveis para a formulacdo B, que contém apenas Basic Blue 7. Esses resultados
sugerem que os dois métodos quimiomeétricos testados (ULT e PLSR) sdo complementares

entre si, sendo sua utilizacdo decidida pela formulacao da tinta empregada.
Tabela 8: Comparacdo do percentil 95% das amostras entre os métodos quimiométricos testados.
Percentil 95% (anos)\Formulacéo B C CB CVv GC GRB
PLSR — dados centrado na média 25 26 15 29 9 7

PLSR — dados centrados na média

+ Normalizag&o SNV 26 24 7 20 11 5

ULT 38 14 38 11 10 18

Por outro lado, considerando-se a diferenca méxima de idades obtida, o método ULT
seria 0 menos favoravel, pois resultou em 5 diferencas acima daquelas obtidas para os dois
modelos PLSR. Apenas para a formulacdo CV, o método ULT foi superior aos demais, de
acordo com esse critério (Tabela 9). Quanto ao PLSR, em ambos pré-processamentos, as
diferengas méximas para a maioria das formulacfes foram semelhantes, com excecdo para as
formulagdes CB e GRB. Para essas formulagdes, o0 método PLSR com SNV e dados centrados

na média apresentou menor diferenca maxima.
Tabela 9: Comparacdo da diferenca maxima entre 0os métodos quimiométricos testados.
Diferenca méaxima (anos)\Formulagéo B C CB CV GC GRB
PLSR — dados centrados na média 31 | 29 | 17 | 38 17 19

PLSR — dados centrados na média +

Normalizagdo SNV 82121110 38 18 8

ULT 52 48 38 14 36 22

3.3 Conclusdo

O metodo quimiométrico ULT resultou em 4 formulagdes com percentil 95% entre
10 e 18 anos. Das 6 formulacdes testadas, apenas 2 alcancaram percentis maiores (38 anos).

Para 0 método PLSR, pode-se indicar o pré-processamento com SNV e dados centrados na

52



média como ligeiramente superior ao PLSR apenas com os dados centrados na média, obtendo
percentis 95% menores que 15 anos em metade das formulagdes.

Conclui-se, considerando o percentil 95%, que os métodos testados (ULT e PLSR)
sdo complementares e que nenhum metodo pode ser considerado o melhor para todas as
situacdes, devendo-se levar em conta a formulacéo da tinta a ser analisada. O método ULT
funciona melhor paras as formulages C e CV, enquanto que o método PLS com SNV e dados
centrados na média é indicado para as formulagdes CB e RGB. Para a formulacdo GC ambos
0os metodos podem ser aplicados, fornecendo resultados similares. Nenhum dos métodos
testados resultou em baixos valores de erro para a formulagdo contendo apenas o corante Basic
Blue 7 (B).
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Estudo da cinética de degradacao artificial de corantes
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4 Estudo da cinética de degradacéo artificial de corantes

Esse capitulo apresenta resultados obtidos em um estudo de degradacdo forgada,
induzida por temperatura e radiacdo nas regides visivel e infravermelho proximo, de
lancamentos de tinta provenientes de 8 marcas de canetas esferografica amplamente
encontradas no mercado. Foi utilizada a técnica de LC-MS/TOF para acompanhar a evolucao
da composicdo de corantes com o tempo. O objetivo de envelhecer os langamentos
artificialmente foi estudar o comportamento da degradagcdo dos corantes presentes nessas

canetas esferograficas.

4.1 Materiais e métodos
4.1.1 Obtencao das amostras

Com a informacdo proveniente de estudos prévios a respeito das formulacdes de
corantes em documentos dos arquivos do INC no periodo compreendido entre 1964 a 2014
[34], e, considerando as marcas mais comumente encontradas no mercado, foram escolhidas 8
canetas para a realizacdo do envelhecimento forcado. As canetas esferogréficas selecionadas e
suas respectivas formulagdes estdo listadas na Tabela 10. Os espectros de massa dessas

canetas sdo apresentados no Apéndice 3.

Tabela 10: Canetas esferograficas selecionadas para estudo cinético da degradagdo dos corantes presentes na

tinta.
Marca Coloracéo Formulacao

Pilot PB-S Azul CB
Bic (classica) Azul GC
Bic Cristal Azul GC
Molin Azul Ccv
Compactor Azul Ccv

Cis Speed Azul C
Acrilex Preta cv

Bic (classica) Preta C
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Apos selecionar as canetas esferogréaficas que seriam estudadas, envelhecimento
forgado foi realizado utilizando uma caixa de iluminagéo confeccionada no laboratorio [44].A
caixa utilizada para o envelhecimento é confeccionada em madeira e possui a parte interna
revestida de papel aluminio. No teto, foram fixadas 4 lampadas comerciais incandescentes com
poténcia de 60W, mantidas a 9 cm de altura em relagdo a base onde sdo posicionadas as
amostras. A Figura 27 e a Figura Figura 28 ilustram a caixa descrita.

Figura 28: Interior da caixa de envelhecimento artificial forcado.

Para envelhecer a tinta da caneta nesse aparato, as amostras brutas foram preparadas
em folhas de papel branco, de tamanho A4 e 75g/cm? de gramatura, que foram provenientes de
uma mesma resma de papel. Em cada folha de papel, foram feitos varios tracos retilineos de
uma mesma caneta, dentre aquelas previamente selecionadas, e com o auxilio de régua
milimetrada, que era higienizada com etanol sempre que havia a necessidade de utilizar uma
nova amostra. Esses procedimentos visavam eliminar a possibilidade de contaminages

cruzadas entre as tintas de caneta.
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A exposicao dos tracos de caneta ao envelhecimento forcado foi realizada ao longo
de dois periodos totais: 24 horas e 300 horas, a depender das caracteristicas de degradacdo
apresentadas por cada tinta. Pequenas por¢des de papel contendo tracos de tinta das canetas
(amostras brutas) foram retirados periodicamente de acordo com o planejamento de degradacao
apresentado nas Tabela 11Tabela 12. Amostras do branco, apenas o papel sem nenhuma tinta,
foram recolhidas no decorrer do tempo. Um total de 10 brancos foram amostrados para o
periodo de 24 horas e 9 brancos na amostragem para o periodo de 300 horas. Os momentos de

retirada dos brancos também sdo apresentados nas tabelas de planejamento amostral.

Tabela 11: Planejamento amostral para 24h de envelhecimento artificial.

Tempo de exposi¢éo NuUmero sequencial do
] NUmero da amostra
(horas:minutos) branco
00:00 1 1
00:10 2 -
00:20 3 -
00:30 4 -
00:40 5 -
00:50 6 -
01:00 7 2
01:20 8 -
01:40 9 -
02:00 10 3
02:30 11 -
03:00 12 4
03:30 13 -
04:00 14 -
04:30 15 -
05:00 16 5
05:30 17 -
06:00 18 -
06:30 19 -
07:00 20 6
08:00 21 -
09:00 22 7
10:00 23 -
11:00 24 8
12:00 25 -
14:00 26 9
16:00 27 -
18:00 28 -
20:00 29 -
22:00 30 -
24:00 31 10
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Tabela 12: Planejamento amostral para 300h de envelhecimento artificial.

Tempo de exposi¢éo Numero sequencial do
NuUmero da amostra
(horas) branco
00 1 1
12 2 -
24 3 -
36 4 -
48 5 -
60 6 -
72 7 2
84 8 -
96 9 -
108 10 3
120 11 -
132 12 4
144 13 -
156 14 -
168 15 -
180 16 5
192 17 -
204 18 -
216 19 -
228 20 6
240 21 -
252 22 7
264 23 -
276 24 8
288 25 -
300 26 9

Apos coletadas, todas amostras brutas foram mantidas em envelopes escuros, para
evitar que o processo de degradacdo continuasse a ocorrer, até que fosse feita a preparacéo das
amostras para analise no LC-MS/TOF. Cada envelope continha amostras de apenas uma caneta

esferogréfica, para evitar contaminacgao cruzada entre as amostras.

Um teste foi realizado com a finalidade de verificar a homogeneidade de degradacao
no interior da caixa de envelhecimento artificial. Nesse teste, a folha A4 que é colocada dentro
da caixa de envelhecimento artificial foi dividida esquematicamente em cinco setores (Figura

29): superior direito, inferior direito, centro, superior esquerdo e inferior esquerdo. Esse teste
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objetivou verificar se a posi¢do do lancamento de tinta na folha A4 no interior da caixa de
envelhecimento artificial influenciaria na taxa de degradacéo.

posigios das
® O Lampadas

Superior esquerdo

Inferior esquerdo

Centro

Inferior direfto

Superior direito

Figura 29: Esquema das posic¢@es dos lancamentos de tinta para o teste de homogeneidade no interior da cAmera

de envelhecimento artificial.

Usando uma caneta da marca Cis, dez amostras foram preparadas, sendo cinco delas
usadas como referéncia para 0 momento inicial (sem degradacao) e as outras cinco para serem
degradadas por 12h na caixa de envelhecimento artificial. A caneta da marca Cis foi escolhida
pela simplicidade de sua formulacéo que contém apenas o corante Cristal Violeta. Assim, foram
analisados os picos de razdo m/z 372, 358, 344, 330 e 316, correspondentes a série de

degradacéo desse corante.

4.1.2 Preparo das amostras e obtencéo dos dados

Inicialmente, foram realizados testes para o uso de cafeina como padrao interno. Para
essa finalidade, solugcdes com 1 ppm e 5 ppm de cafeina foram testadas, porém os resultados
mostraram indicios de supressdo de ions, um efeito indesejavel. O efeito de supressdo de ions
pode mascarar os ions a serem analisados, levando a resultados de baixa precisao e exatid&o.
Para evitar esse efeito, 0 uso de uma solucao de formiato de sodio a 10mM em agua destilada
como calibrante externo foi testado. O emprego dessa solugdo mostrou-se muito conveniente,
visto que é rotineiramente utilizada tanto na calibrag¢do diaria do aparelho, como durante as
corridas de cada amostra. Por essas razdes e por eliminar o problema da supresséo de ions, a

calibracdo externa com solucdo de formiato de sodio foi utilizada no presente trabalho.
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O preparo das amostras ocorreu como descrito na se¢do 3.1.2. Cada vial, de
capacidade para 2 mL recebeu 2 confetes de amostra contendo a tinta de caneta esferogréfica a
ser estudada. Cada confete de didmetro de 1,6 mm foi retirado do suporte de papel usando um
perfurador tipo alicate e transferidos para os vials com auxilio de pin¢a. Adicionou-se ao vial
500uL de metanol (padrédo HPLC), usando micropipeta (200 a 1000uL). Os vials contendo os
confetes e metanol foram ent&o submetidos a 30 segundos de agitagdo em Vortex para acelerar
a extracdo do corante do papel. Esse processo foi previamente ilustrado na Figura 15. Todas as

amostras correspondentes a este capitulo foram preparadas em duplicata.

As amostras preparadas foram analisadas usando o equipamento LC-MS/TOF do
Instituto Nacional de Criminalistica (INC), localizado na sede do departamento de policia
federal em Brasilia. Foi utilizado um cromatografo liquido Shimadzu Nexera XR®, para
introduzir a amostra na fonte de ionizacdo ESI. O espectrometro utilizado foi o espectrdmetro

de massas Brucker Daltonics Impact II®.

O espectrdmetro de massas utilizado é acoplado a um cromatografo liquido. Para
esses experimentos, o LC foi usado apenas como método de introducdo da amostra na fonte de
ionizacdo, pois como ndo ha sobreposicdo de picos nos espectros de massas dos corantes

analisados, ndo houve necessidade se utilizar colunas de separagéo.
Tabela 13: Pardmetros do equipamento: cromatografia liquida e espectrometria de massa.
Parametros do equipamento
Volume de injecao 10 uL

Fluxo da bomba (LC) 0,35 mL/min

20% B: 0,1% de HCOOH em H0O

Fases moveis 80% A: 0,1% de HCOOH em MeOH

Polaridade Modo positivo
Coluna Sem coluna
Temperatura do gas (ESI) 200°C
Fluxo do gas de secagem (ESI) 11 L/min
Pressdo de nebulizacéo 2,8 Bar
Mass Range (min.) m/z 80
Mass Range (max.) m/z 1000

62



Foram utilizadas duas fases moveis, a fase A (aquosa) continha agua (H20) / &cido
férmico (HCOOH) e a fase B (orgénica) continha metanol (MeOH) / &cido formico (HCOOH).

Ambas fases moveis continham 0.1% de acido férmico.

Os principais parametros de cromatografia liquida e espectrometria de massas sdo
listados na Tabela 13. O método utilizado foi desenvolvido em pesquisa anterior a este trabalho
[34].

Com o intuito de assegurar o bom funcionamento do equipamento, sempre se
realizava calibracdo do equipamento antes do inicio das andlises, assim como também havia
injecdo de calibrante (solucéo de formiato de s6dio em agua miliQ a 10 mM) apds a injecdo de

cada amostra.

4.1.3 Andlise dos dados

Assim como descrito no método ULT (secdo 2.2.1), os dados de intensidade dos picos
obtidos no espectrdmetro de massas foram normalizados, dentro da série de degradacéo de cada
corante, diminuindo assim a influéncia da quantidade de tinta extraida por amostra (mass

independence).

A construcdo dos modelos cinéticos foi realizada com o auxilio da ferramenta Solver
do programa Excel 2013®. O Solver realiza a otimizacdo de uma funcdo objetivo sujeita a
restricdes por intermédio de algoritmos numéricos pré-selecionados. No presente trabalho, a
estimativa dos parametros cinéticos empregou o meétodo numérico Gradiente Reduzido

Generalizado (GRG) néo linear que apresentou rapida convergéncia e resultados satisfatorios.

O emprego da ferramenta Solver do programa Excel da Microsoft Office® permite
resolver numericamente as equacdes cinéticas encontrando como solucdes o valor da ordem e
da constante cinética de reacdo. No caso de simulagdes em que a ordem de reacdo € fixa (1% ou

2% ordem), somente o valor da constante cinética de reacéo é calculado.

A degradacdo do Violeta Cristal (C) sera utilizada para ilustrar o método de estimativa
de parametros empregado. Esse processo de degradacdo pode ser representado por uma

sequéncia de reacfes em série:

kq kp ke kg ke  Kf
Co= Cp= C=> Cg= C= Cr= ( (12)
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Onde: Ca = corante Violeta Cristal (C); C, = produto de degradacdo apos a perda de
uma metila; Cc = produto de degradacdo apos a perda de duas metilas, .... Cg = produto de

degradacéo apds a perda de seis metilas etc.
Onde: ka, ko, ..., kf = constantes cinéticas de degradacéo.

As equacdes quimicas em (13) permitem realizar um balanco de massa de todas as

espécies envolvidas:

( dlGl] a
dt = _ka[Ca]
d[Cp] a
Y de ka[C:(-l-] — kp[Cp]° 13)
d|C

Onde: t = tempo de degradacéo; [Ca ]= concentragdo calculada do corante Violeta

Cristal (C); [Cp ]= concentracéo calculada do primeiro produto de degradacao etc.

Esse sistema de equacgdes diferenciais ordinarias pode entdo ser discretizado para
integracdo numérica. O método de discretizacdo escolhido foi diferencas finitas que resulta no

seguinte sistema de equacdes algébricas:

[Ca(t + At)] = [Ca(t)] - ka [Ca(t)]aAt

[Co(t + AD)] = [Co(O)] + {ka[Ca(®)]* — kp[Cp(D]PIAL 14)

\ [C,(t + AD)] = [C, (O] + ks [Cf(t)]fAt

Onde: At = passo de integracdo numérica no tempo.

A fim de encontrar os parametros cinéticos que melhor ajustem o sistema de equacdes
(14) aos dados experimentais, € necessario minimizar funcdes-objetivo (S) que, neste trabalho,
tém a forma de somas de erros quadréaticos. Visto que (14) se trata de um sistema em que a
dependéncia das concentracdes ocorre de maneira sucessiva de uma equacgéo a outra, optou-se

por uma otimizacgao sequencial das seguintes func¢des-objetivo:
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rSa = zt{[ca,exp (t)] - [Ca(t)]}z
150 = ) UCoem(®)] = €01}

(15)
(5= ) UCoen®] = (6, 0]

Onde: S, = funcdo objetivo minimizada na determinacdo de ka; Sp = funcdo objetivo
minimizada na determinacdo de kp etc. [Caexp(t)]= concentragdo experimentalmente
determinada do corante Violeta Cristal (C) no tempo de degradacéo t; [Cp,exp(t)]= concentracdo

experimentalmente determinada do primeiro produto de degradacdo etc.

O método de estimativa de pardmetros a partir das curvas experimentais de
degradacédo do Violeta Cristal é geral o suficiente para ser aplicado ao caso de outros corantes

e formulagdes utilizados em tintas de caneta.

4.2 Resultados e discussao

A caracterizacdo dos corantes foi obtida pela presenca dos ions moleculares
caracteristicos descritos na Tabela 1. A Figura 30 mostra um exemplo de espectro de massa dos
corantes da tinta de uma das canetas esferograficas azuis, da marca Cis, que foram examinadas.
Nessa caneta observa-se a presenca do ion molecular caracteristico do corante Cristal Violeta
(m/z 372) e alguns dos seus produtos de degradacdo (m/z 358 e 344). Os demais ions ali
presentes (m/z 157 e 301) sdo provenientes da fase mdvel e do papel que foram encontrados no
branco. Os espectros do branco podem ser encontrados no apéndice 4.

lon caracteristico do ( 372
M M —ly
Cristal violeta 1

(358

Produtos de degradagdo

ntensidade

. ' 344

T
400

81
8
84

Figura 30: Espectro de massas obtido para a tinta da caneta esferografica da marca Cis.
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4.2.1 Teste de homogeneidade

As cinco amostras foram envelhecidas artificialmente por 12 horas e entéo analisadas.

Os resultados das intensidades normalizadas sdo mostrados na Tabela 14.

Tabela 14: Valores de intensidades normalizadas para o corante C na tinta da caneta esferografica da marca Cis

apos 12h de degradacdo artificial.

m/z
Tempo(h)| Amostra - duplicata 372 358 344 330 316
12 Centro - A 0,355 0,415 0,178 0,044 0,007
12 Centro- B 0,358 0,406 0,184 0,045 0,007
12 Inferior direito - A 0,332 0,409 0,193 0,054 0,010
12 Inferior direito - B 0,328 0,402 0,203 0,057 0,010
12 Inferior esquerdo - B 0,342 0,413 0,187 0,045 0,008
12 Inferior esquerdo - A 0,366 0,407 0,179 0,042 0,006
12 Superior direito - A 0,339 0,411 0,189 0,051 0,009
12 Superior direito - B 0,350 0,407 0,188 0,047 0,007
12 Superior esquerdo - B 0,349 0,417 0,181 0,046 0,007
12 Superior esquerdo - A 0,358 0,405 0,185 0,045 0,007

Podemos perceber que os valores séo parecidos entre si, e 0 Teste F foi feito para
confirmar a semelhanca entre os resultados obtidos. O valor de F critico € 5,19 para o nivel de
confianca 95%. Os valores de F calculado para os dados das amostras envelhecidas
artificialmente sdo mostrados na Tabela 15 e foram menores que o valor do F critico, exceto
para o pico m/z 330, que teve o valor de 6,35, um pouco acima (22%) do F critico. Picos de
menor intensidade como o de m/z 330 tendem a apresentar maior variabilidade o que pode

explicar a diferenca obtida.

De um modo geral, a partir dos resultados obtidos, as amostras envelhecidas por 12
horas podem ser consideradas equivalentes na degradacdo do corante Cristal Violeta, ndo
importando o setor em que a tinta se encontra dentro da caixa. A degradacdo pode ser avaliada

como uniforme e homogénea ao nivel de 95 % de confianga.

66



Tabela 15: Teste-F para cada pico ap6s 12 horas de degradacdo artificial.

m/z Fcalcss,0,05 Feritss,0,0s
372 2,89 5,19
358 0,22 5,19
344 4,20 5,19
330 6,35 5,19

4.2.2 Cinética do envelhecimento artificial

4.2.2.1 Curvas de degradacdo artificial do corante Cristal Violeta (C)

Para formulacdo GC, o corante Cristal Violeta (C) presente na tinta da caneta
esferografica da marca Bic (cléssica) de coloracdo azul teve uma degradacéo lenta, que durou
cerca de 300h. Os espectros de massas no instante inicial e final sdo apresentados na Figura 31.
Pode-se observar que a intensidade relativa do pico do ion molecular correspondente ao Cristal
Violeta (m/z 372) e de seu primeiro produto de degradacéo, Violeta de Metila 6B (m/z 358)
diminuiram enquanto os picos dos ions moleculares referentes aos demais produtos de
degradacdo (m/z 344 e 330) aparentemente aumentaram. Pode-se observar também que o ion
com relacdo massa carga m/z = 268, originalmente atribuido a 1,3-dimetil-1,3-ditolilguanidina
ndo apresentou degradacao significativa nas condi¢Ges experimentais utilizadas. Esse resultado
pode ser devido a presenca de outras substancias com relacdo m/z = 268 porém mais estaveis
que a 1,3-dimetil-1,3-ditolilguanidina [34] ou a presenca de estabilizantes na composic¢do dessa

tinta.
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Figura 31: Espectros do envelhecimento da caneta Bic a) no instante inicial e b) apds 300 horas de

envelhecimento artificial.

O gréafico na Figura 32 ajuda a visualizar o processo de degradacdo dos corantes da
tinta da caneta Bic (classica), no qual se observa a progressiva diminui¢do da abundancia do
ion molecular correspondente ao Cristal Violeta (m/z 372) e seu primeiro produto de
degradacdo (m/z 358), caindo de aproximadamente 0,38 para 0,13 e 0,42 para 0,27
respectivamente. E interessante observar que essa caneta ja apresentava em seu estado inicial
apenas 38% do ion molecular m/z 372 e j& 42% do primeiro pico de degradacdo m/z 358,
evidenciando que o corante ja apresentava uma degradacdo consideravel no tempo inicial. Em
contrapartida, nos ions referentes aos produtos de degradacdo (m/z 344, 330 e 316

respectivamente) foi observado aumento na abundancia relativa. A area do pico referente ao
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ion do corante Guanidina se manteve constante em 100% no decorrer do tempo, ndo havendo
degradacéo observada. A degradacgdo na tinta caneta esferogréafica Bic Cristal de coloragdo azul
ocorreu de maneira similar ao da Bic classica, possivelmente por serem da mesma marca e

formulacdo, mudando apenas a linha de fabricacéo.
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Figura 32: Degradacéo do corante Cristal Violeta (C) na caneta Bic Classica. Linhas de mesma cor e marcador

indicam replicatas.

A tinta da caneta esferografica da marca Cis de coloragdo azul, que contém apenas o
corante Cristal Violeta (C), sofreu degradacdo em 24 horas, e o resultado € mostrado no grafico
da Figura 33. A abundancia do pico referente ao ion molecular do Cristal Violeta (m/z 372)
diminuiu enquanto os ions referentes a todos os seus produtos de degradacdo (m/z 358, 344,

330 e 316) se mantiveram ou aumentaram.
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Figura 33: Degradacgéo do corante Cristal Violeta (C) na caneta Cis. Linhas de mesma cor e marcador indicam

replicatas.
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A Figura 34 mostra a degradacéao do corante Cristal violeta (C) na caneta esferografica
Compactor, de formulacdo CV. Nessa tinta, a abundancia do pico referente ao ion molecular
do Cristal Violeta (m/z 372) diminuiu de maneira mais acentuada do que a abundancia do pico
do primeiro produto de degradacdo (m/z 358), que também diminuiu. Os demais produtos de

degradacdo mostraram aumento na abundancia relativa.
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Figura 34: Degradacéo do corante Cristal Violeta (C) na caneta Compactor. Linhas de mesma cor e marcador
indicam replicatas.

As duas Ultimas canetas esferograficas analisadas foram de coloragdo preta. A
degradacdo do corante Cristal Violeta (C) na tinta da caneta Acrilex, de formulagdo CV €
representada na Figura 35, e apresentou uma diminui¢do acentuada da abundancia do pico do
ion m/z 372 e uma diminui¢do menos drastica na area normalizada relativa ao primeiro produto
de degradacéo (m/z 358). Os demais produtos de degradacéo tiveram aumento de abundancia,

porém de maneira menos acentuada que na tinta da caneta Compactor de coloragdo azul.
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Figura 35: Degradacéo do corante Cristal Violeta (C) na caneta Acrilex. Linhas de mesma cor e marcador

indicam replicatas.
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Figura 36: Degradacdo do corante Cristal Violeta (C) na caneta Bic Preta. Linhas de mesma cor e marcador

indicam replicatas.

A degradacdo do corante Cristal Violeta (C) da tinta da caneta esferogréfica da marca
Bic de coloracgdo preta mostrou-se diferenciada em relacéo as outras amostras. Nessa tinta, que
contém apenas o corante C em sua formulacéo, a abundancia do ion molecular 372 apresentou
valor no estagio inicial (0 horas) muito maior que nas demais amostras como mostrado na

Figura 36.

A degradacéo do corante Cristal Violeta (C) para a caneta Bic Cristal, Molin e Pilot

sdo encontradas no Apéndice 5.
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Figura 37: Comparagdo das intensidades do ion molecular caracteristico (m/z 372) do Cristal Violetaem 5
canetas esferogréficas diferentes por 24 horas.
Ao plotar a variacéo da intensidade normalizada do pico referente ao Cristal Violeta
(m/z 372) de diferentes tintas de canetas por 24 horas em um mesmo grafico da Figura 37,
pode-se perceber que esse corante se degrada em diferentes velocidades para cada caneta
esferografica. A degradacdo do corante Cristal Violeta (C) na tinta da caneta Bic preta ocorre
de maneira muito mais acentuada que as demais, enquanto que para a tinta da caneta Bic Cristal

€ a que ocorre de maneira mais lenta.

Esses resultados indicam que a composicdo inicial da tinta da caneta esferografica
influencia na degradacdo do corante Cristal Violeta. No caso da Bic Cristal, como o corante
Guanidina se manteve sem degradar por todo o periodo do experimento e o corante Cristal
violeta teve menor velocidade de degradacdo, acredita-se que possam ter sido adicionados

aditivos estabilizantes em sua formulag&o.

4.2.2.2 Curvas de degradacdo artificial do corante Victoria Blue B (V)

A caneta Acrilex, de coloracdo preta, tem em sua formulacdo Cristal Violeta e
Victoria Blue B (CV). Ao analisar o corante Victoria Blue B (V), no decorrer de 24 horas, a
abundancia do pico m/z 470, referente ao ion molecular, diminuiu e a de seu primeiro pico de
degradacdo (m/z 456) aumentou, como mostrado no grafico da Figura 38. Nesse caso, o valor

da abundancia do pico m/z 456 n&o superou o valor do pico m/z 470.
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Figura 38: Degradagdo do corante Victoria Blue B (V) na caneta Acrilex. Linhas de mesma cor e marcador

indicam replicatas.
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Figura 39: Degradacdo do corante Victoria Blue B (V) na caneta Compactor. Linhas de mesma cor e marcador

indicam replicatas.

A tinta da caneta Compactor, de coloracdo azul e formulacdo CV, também contém o
corante Victoria Blue B. Assim como na caneta Acrilex, a intensidade relativa do pico m/z 470
diminuiu e a do pico m/z 456 aumentou no periodo de 24 horas. Porém, diferentemente do
ocorrido na tinta da Acrilex, a abundéancia do pico m/z 456 superou a do pico m/z 470 apés 10
horas de degradacéo forcada, conforme ilustrado na Figura 39. Além disso, outros dois produtos

de degradacédo foram observados.

A diminuicdo da intensidade relativa do pico m/z 470 e o aumento da intensidade
relativa do pico m/z 456 também foi observado na degradacdo do corante Victoria Blue B (V)
na tinta da caneta Molin (formulacdo CV). Nessa amostra, a degradacdo mostrou-se similar a
da caneta Compactor, onde a abundancia do pico m/z 456 superou a do pico m/z 470 ap0s

aproximadamente 10 horas de envelhecimento forgado, como mostra a Figura 40.
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Figura 40: Degradagéo do corante Victoria Blue B (V) na caneta Molin. Linhas de mesma cor e marcador

indicam replicatas.
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Figura 41: Comparagdo das intensidades do ion molecular caracteristico (m/z 470) do Victoria Blue B em 3

canetas esferogréficas por 24 horas.

O gréfico da Figura 41 mostra o decaimento da intensidade relativa do pico 470 m/z
para as amostras e pode-se observar que na caneta Acrilex e Molin e velocidade de degradacéo
sdo mais similares, enquanto para a caneta Compactor o decaimento é levemente mais
acentuado que as canetas Acrilex e Molin, mostrando que para esse corante a velocidade de
degradacdo também variou dependendo da marca de caneta estudada.

4.2.2.3 Curvas de degradacdo artificial do corante Basic Blue 7 (B)

A caneta da marca Pilot foi a Unica caneta analisada que continha em sua composi¢éo
0 corante Basic Blue 7 (B). Essa caneta, de coloracdo azul e formulacdo CB, foi envelhecida
artificialmente por 300 horas. O corante Basic Blue, em sua degradacdo, perde grupamentos
etila (-C2Hs) diferentemente dos corantes anteriores, que perdiam grupamentos metila (-CHs).
A intensidade relativa do pico m/z 478, referente ao Basic Blue sem degradar, diminuiu com o
decorrer do tempo e as intensidades relativas dos picos m/z 450 e 422, referentes aos produtos
de degradagéo aumentaram, como mostra a Figura 42. Apesar do tempo total de degradacéo
artificial ter sido de 300 horas, observou-se que, ap6s um periodo de 204 horas, a repetitividade
dos resultados ficou prejudicada, provavelmente devido a uma degradagdo mais intensa e néo

controlada nos estagios finais de exposicao a luz e ao calor.
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Figura 42: Degradacdo do corante Basic Blue 7 (B) na caneta Pilot. Linhas de mesma cor e marcador indicam

replicatas.

4.2.2.4 Constante cinética e ordem de reacdo para o corante Cristal Violeta (C)

Na literatura foi reportado que o corante Cristal Violeta degrada seguindo uma ordem
de reacdo aparente de primeira ordem [24, 27]. Para contribuir com a afirmagéo encontrada, a
ferramenta Solver do programa Excel da Microsoft Office® foi utilizada para testar qual ordem

de reacdo apresenta melhor ajuste nessa degradacao.

Nas simulacdes em que tanto a ordem de reacdo quanto a constante cinética foram
otimizadas simultaneamente, bons ajustes das curvas de degradacdo foram obtidos (resultados
ndo apresentados). No entanto, devido a alta correlagdo existente entre esses parametros, ordens
de reacdo sem muito significado experimental (ordens de reacdo >2) sdo obtidas. Assim sendo,
optou-se por fixar a ordem de reacdo como primeira ou segunda ordem, a fim de avaliar a
adequacdo dos modelos cinéticos resultantes. Os valores calculados foram comparados com 0s
valores experimentais utilizando ANOVA e os valores de R? sdo mostrados na Tabela 16. O

valor de R? representa o quio bem o resultado calculado se ajusta ao experimental.

Nas 7 primeiras canetas estudadas, a equacdo de cinética de primeira ordem alcancou
melhores resultados de ajuste do que a equacdo cinética de segunda ordem. A equacdo cinética
de primeira ordem teve melhor resultado na caneta da marca Bic, de coloragéo preta, na qual
todos os resultados da ANOVA indicam melhor ajuste em primeira ordem. No caso das canetas
esferograficas Molin e Pilot, pode-se argumentar uma leve superioridade para o valor de R? do

modelo de segunda ordem em relacéo ao de primeira ordem.
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Tabela 16: Valores do R? para os ajustes de curvas cinéticas considerando primeira e segunda ordem de reagéo.

372 358 344 330 316

1 ordem 0,94 0,82 0,94 0,89 0,82
Acrilex (CV)
2 ordem 0,93 0,83 0,92 0,91 0,76
1 ordem 0,98 0,94 0,96 0,94 0,92
Bic Preta (C)
2 ordem 0,94 0,70 0,96 0,91 0,77
1 ordem 0,92 0,77 0,92 0,90 0,89
Cis (C)
2 ordem 0,95 0,75 0,96 0,89 0,83
1 ordem 0,98 0,97 0,98 0,97 0,97
Compactor (CV)
2 ordem 0,99 0,97 0,87 0,96 0,91
1 ordem 0,97 0,98 0,98 0,98 0,96
Bic (GC)
2 ordem 0,97 0,97 0,85 0,96 0,90
1 ordem 0,89 0,94 0,91 0,91 0,91
Bic Cristal (GC)
2 ordem 0,93 0,91 0,93 0,91 0,86
1 ordem 0,95 0,93 0,90 0,94 0,91
Molin (CV)
2 ordem 0,98 0,98 0,78 0,94 0,87
1 ordem 0,89 0,75 0,81 0,72 0,46
Pilot (CB)

2 ordem 0,93 0,86 0,82 0,82 0,43

Para auxiliar na escolha da ordem da reacao, foram comparados os graficos de In[A]
vs tempo e [A]! vs tempo. Sabe-se que, quando a ordem correta de reagdo é escolhida o
resultado desses graficos apresenta uma tendéncia linear. Segundo esse principio, a reacfes de
primeira ordem resultam em graficos lineares de In[A] vs tempo, enquanto que reagdes de
segunda ordem resultam em graficos lineares de [A]! vs tempo. Os graficos com essa
comparagdo sdo mostrados na Figura 43 a seguir, 0s quais demonstram que a relagéo In[A] vs
tempo apresenta uma tendéncia linear para a maioria das formulacées, reforgando a hipétese de

que a reacgdo cineética da degradacédo do Cristal Violeta segue uma equacgéo de primeira ordem.

76



Acrilex Bic Preta

8 | = 8
5 __R=09238 s (| 2209627 _
4 TR e 4 | BB
2 frssmmnianttALE ——
2 R=00126 o R?=0.9681
2 vl e —
-4 A
0 2 4 6 8 10 2 W 1K W2R N 0 2 4 6 B 10 12 4 3 18 20 2 8
Tempo/Horas Tempo/Horas
Cis " Compactor
" i
2= =
<l R*=09609 10 | __(_]_'.917'3"
2 | i 5 | -_____-~-"'— -
| S —
I L L R — L

~
Un

0 2 4 6 8 W 12 ¥ 16 ¥ 0 2 A 0 2 4 6 B 10 12 ¥ ¥ 1B 20 2 A

Tempo/Horas Tempo/Horas —[n[A]
Bic Classic Bic Cristal

0 ; — 1)

RP=09568 | e
= R T RT=0.9701
[l 2=

¢ - R -0.981 0 M— T ‘R2=>0.9425;

5.1 P

R 0B 0 M 10812 56WNN8B7630 )y 1 g0 B 0B 132 156 180 204 28 252 276 :0

Tempo/Horas Tempo/Horas
o Molin a Pilot
R*=0.6597 / '
20 | o '//- » | o R = 0669.9//
o R=082 | ——" (3373
20 0
0 1 A % 4 60 n & 0 2 2 3 & 60 72 B 9 108 120 132 144
Tempo/Horas Tempo/Horas

Figura 43: Gréficos de In[A] e 1/[A] vs o tempo para todas as canetas estudadas.

Assumindo entdo, que a degradacgdo do corante Cristal Violeta é de fato de primeira
ordem, a Tabela 17 lista as constantes cinéticas encontradas pela ferramenta Solver. A constante
ka representa o ion 372 m/z, ky 0 ion 358m/z, kc 0 ion 344 m/z, kq 0 ion 330 m/z e ke 0 ion m/z
316. Em geral, o valor das constantes cinéticas diminui com o decorrer da reacdo, o que é
justificavel por um processo de demetilacdo progressivamente mais dificil.
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Tabela 17: Valores das constantes cinéticas para reacao de primeira ordem na degradacéo do corante Cristal

Violeta.
Constantes Acrilex Bic Preta Cis Compactor Bic Bic Cristal  Molin  Pilot
(Horas™)
ka (M/2372) | 0,045 0,078 0,033 0,082 0,004 0,003 0035 0,023
ko (M/z 358) | 0,0401 0,081 0,031 0,071 0,004 0,003 0031 0,018
ke (M/z 344) | 0,034 0,075 0,031 0,062 0,004 0,003 0028 0,015
ka (m/z 330) | 0,029 0,070 0,032 0,051 0,003 0,002 0023 0,013
ke (M/z 316) = 0,028 0,086 0,048 0,035 0,001 0,003 0015 0,012

Os dados de degradacdo foram plotados a fim de comparar os valores de intensidade

dos ions caracteristicos do Cristal Violeta obtidos experimentalmente com os estimados usando

a ferramenta Solver, e sdo apresentados nas Figuras 44 a 51 a seguir.
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Figura 44: Comparagdo das curvas cinéticas experimentais e estimadas para o ion molecular do Cristal

Violeta e seus diferentes produtos de degradacdo para a caneta esferografica Acrilex.
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Figura 45: Comparacéo das curvas cinéticas experimentais e estimadas para o ion molecular do Cristal
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Figura 46: Comparacdo das curvas cinéticas experimentais e estimadas para o ion molecular do Cristal
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Figura 47: Comparagdo das curvas cinéticas experimentais e estimadas para o ion molecular do Cristal

Violeta e seus diferentes produtos de degradagdo para a caneta esferografica Compactor.
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Figura 48: Comparacdo das curvas cinéticas experimentais e estimadas para o ion molecular do Cristal
Violeta e seus diferentes produtos de degradagéo para a caneta esferografica Bic.
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Figura 49: Comparagdo das curvas cinéticas experimentais e estimadas para o ion molecular do Cristal
Violeta e seus diferentes produtos de degradacdo para a caneta esferogréafica Bic Cristal.
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Figura 50: Comparagdo das curvas cinéticas experimentais e estimadas para o ion molecular do Cristal

Violeta e seus diferentes produtos de degradacdo para a caneta esferografica Molin.
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Figura 51: Comparacéo das curvas cinéticas experimentais e estimadas para o ion molecular do Cristal

Violeta e seus diferentes produtos de degradagdo para a caneta esferografica Pilot.

Com os dados apresentados, pode-se perceber que a velocidade da degradacdo
depende da tinta de caneta esferografica envolvida. Isso ocorre mesmo para tintas que possuem
0s mesmos corantes em sua formulacdo, ou até mesmo para aquelas da mesma marca, mas de
linhas diferentes. Esses resultados indicam que a composicdo inicial da tinta da caneta interfere

na taxa de degradacdo do corante Cristal Violeta.

O mesmo procedimento foi realizado para 0s outros corantes, e os valores das
constantes que foram encontrados sdo apresentados nas tabelas de curva de degradacdo das
canetas esferograficas estudadas. Assim como para o corante Cristal Violeta, as constantes

foram estimadas assumindo reagdo de primeira ordem.

4.2.3 Cinética da degradacédo natural

Os dados de degradacdo natural obtidos com os dados de Karina F. F. Costa [34]
foram plotados seguindo 0 mesmo raciocinio utilizado na degradacéo artificial. Era esperado
que, para amostras produzidas em anos mais antigos, 0s corantes presentes nos langcamentos de
tinta de caneta esferografica estivessem mais degradados. Isso seria perceptivel
experimentalmente pela diminuicdo da intensidade do ion molecular do corante e pelo
correspondente aumento das intensidades dos ions de seus produtos de degradagdo. O oposto

seria verificado para langamentos mais recentes.
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Os graficos das Figuras 52 a 57 mostram a variacdo das &reas normalizadas
(abundancias relativas) como funcdo das datas de producdo dos documentos submetidos a
degradacdo natural, para cada formulacdo estudada. Em nenhum dos casos foi possivel
estabelecer um padrdo de degradacdo conforme o esperado: é possivel encontrar langamentos
antigos com pouca degradagdo e lancamentos recentes com elevado teor de produtos de
degradacéo.

Por exemplo, um valor alto em torno de 80% para abundancia do ion molecular (m/z
372) referente ao corante Cristal Violeta foi observado em varios documentos mais antigos
como nos de 1962 a 1970 (Figura 52), de 1964 a 1972 (Figura 54), de 1966 (Figura 55), 1962
(Figura 56) e de 1962 a 1964 (Figura 57). Isso indica que a formulacéo e a composicgéo inicial

das tintas de caneta esferografica tem mudado ao longo dos anos.
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Figura 52: Degradac¢do do corante Cristal Violeta (C) de langamentos de tinta de caneta contendo apenas o

corante Cristal Violeta (C) em sua formulagéo.
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Figura 53: Degradac&o do corante Cristal Violeta (C) de langamentos de tinta de caneta contendo os corantes

Cristal Violeta e Victoria Blue B (CV) em sua formulacéo.
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Figura 54: Degradacéo do corante Cristal Violeta (C) de langamentos de tinta de caneta contendo os corantes

Cristal Violeta e Basic Blue 7 (CB) em sua formulagéo.
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Figura 55: Degradagéo do corante Cristal Violeta (C) de langamentos de tinta de caneta contendo os corantes

Cristal Violeta e Guanidina (GC) em sua formulacéo.
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Figura 56: Degradacdo do corante Victoria Blue B (V) de langamentos de tinta de caneta contendo os corantes

Cristal Violeta e Victoria Blue B (CV) em sua formulacéo.
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Figura 57: Degradag&o do corante Basic Blue 7 (B) de langamentos de tinta de caneta contendo os corantes

Cristal Violeta e Basic Blue 7 (CB) em sua formulagéo.

Dessa forma, num primeiro momento, ndo foi possivel estabelecer uma relacdo
univoca entre a degradacdo natural ocorrida em casos reais e a artificial realizada em

laboratorio.

Cabe destacar que, na dissertacdo de Karina F. F. Costa [34], foram amostrados
documentos no INC/PF e estes foram identificados apenas como escritos com caneta
esferogréafica, mas ndo se tinha conhecimento da marca das canetas utilizadas. Portanto,
considerando qualquer um dos graficos plotados nas Figuras 52 a 57, € muito provavel que
existam lancamentos de tintas de marcas diferentes ou que no decorrer dos anos houve mudanca
na formulacéo inicial das tintas das canetas. 1sso pode contribuir para a variabilidade observada
nos dados.

4.2.4 Estudo da variacdo da composicao inicial da caneta esferografica azul da marca
Bic

Uma das hipdteses levantadas a partir da grande variacdo observada nas Figuras 52 a
57 é que o estagio inicial de degradacéo das diferentes marcas ou mesmo de uma mesma marca
pode apresentar uma mudanca significativa em funcdo do lote da caneta. Para tentar estimar a
grandeza dessa variagdo na composic¢éo inicial das tintas de caneta esferograficas, um estudo
foi realizado em canetas esferograficas na marca Bic. Esse estudo teve o objetivo de observar

a variacdo na intensidade do pico de razdo m/z 372, correspondente ao corante Cristal Violeta
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no momento inicial, ou seja, em poucos instantes apos o langamento da tinta dessas canetas em
papel.

Foram analisadas 10 canetas esferograficas e, com o intuito de conseguir que as
canetas analisadas fossem de ano e lote distintos, as amostras foram adquiridas em diferentes
locais do Brasil, como listado na Tabela 18. As canetas foram compradas, em papelarias e
mercados locais, num intervalo de aproximadamente um més, numa tentativa de deixar a
amostragem mais proxima ao que seria encontrado em documentos reais do ano de 2017,
Apesar de terem sido adquiridas em um curto periodo de tempo, 0 ano de fabricacdo dessas

canetas esferogréaficas variavam entre 2015 e 2017, sendo que a maioria foi do ano de 2016.

Tabela 18: NUmero, local de aquisico, lote e ano das amostras de caneta esferogréaficas da marca Bic.

NUMERO LOCAL LOTE ANO
01 Minas Gerais 50 2015
02 Goias — Sanclerlandia 01 2017
03 Florianopolis 11 2015
04 Brasilia 50 2016
05 Goiés — Goiania 21 2016
06 Bahia — Feira de Santana 41 2015
07 Tocantins 29 2016
08 Goias — Anapolis 26 2016
09 Rio Grande do Sul — Porto Alegre 32 2016
10 Rio Grande do Sul — Porto Alegre 46 2016

Apbs a obtencao das canetas, varios tracos foram realizados sobre papel A4, e foram
preparadas e analisadas conforme o descrito anteriormente nas se¢fes 4.1.2 e 4.1.3. Tomou-se
0 cuidado de ndo considerar os langamentos iniciais no papel, afim de descartar a tinta que
estava originalmente na ponta da caneta. Entdo, em uma outra folha de papel, foram feitos
tracos a méo livre, sem o uso de régua, com cada uma das canetas esferograficas. Duplicatas
de cada amostra foram preparadas e analisadas como descrido nas secfes 4.1.2 e 4.1.3 desse

capitulo.
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A Tabela 19 mostra as intensidades normalizadas do pico m/z 372 obtidas para cada
amostra de tinta de caneta esferografica da marca Bic. Pode-se observar que, entre as replicatas,
os valores sdo préximos, porém, entre amostras, existe uma maior variacdo, de
aproximadamente 10%. As amostras 01, 03 e 06 sdo de fabricacdo no ano de 2015 e, por serem
as mais antigas, esperava-se que apresentassem a maior degradacdo no momento inicial, porém
essas amostras apresentaram intensidades normalizadas do pico m/z 372 mais elevadas: 0,93;
0,92 e 0,92 respectivamente. A caneta esferografica com maior intensidade normalizada do
pico m/z 372 foi a 05, do ano de 2016. A amostra de fabricacdo mais recente é a 02, que teve
intensidade normalizada do pico m/z 372 em 0,87, valor menor do que o de todas de fabricagao
em 2015.

Tabela 19: Intensidades normalizadas do pico 372 obtidas para cada amostra de caneta esferogréafica Bic.

Caneta Replicata 1 Replicata 2
01 0,93 0,93
02 0,87 0,87
03 0,92 0,92
04 0,87 0,87
05 0,94 0,94
06 0,92 0,92
07 0,84 0,84
08 0,84 0,84
09 0,85 0,85
10 0,88 0,88

Para evidenciar que a variacdo dos valores entre as amostras € maior que a variagao
entre as replicatas, os dados foram plotados no grafico da Figura 58. Para complementar, a
analise ANOVA foi realizada utilizando os dados da tabela anterior sendo obtido o valor 7108
para F, sendo que 0 Fg,10,95% € 3,02. Como o valor de F calculado foi muito maior do que o valor

de F critico, a hipdtese nula foi rejeitada e pode-se afirmar que as amostras diferem entre si.
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Figura 58: Valores de intensidades normalizadas do ion molecular m/z 372 do corante Cristal Violeta em

duplicata. Barras de erro representam o desvio padrdo com 1 grau de liberdade entre essas medidas.

Pode-se concluir, a partir desse experimento, que canetas esferograficas de uma
mesma marca podem apresentar estado de degradacédo inicial diferentes, mesmo se forem
adquiridas num mesmo més. Para 0 experimento em questdo, essa variagao no estado inicial foi
de aproximadamente 10% para as canetas esferograficas testadas. Estima-se que essa
porcentagem poderia ser maior, caso a amostragem fosse mais ampla, ou, ainda, se uma

variagdo temporal maior fosse permitida para a data de fabricacdo das canetas consideradas.

4.2.5 Cinética artificial versus cinética natural de degradacéo

Os valores das constantes cinéticas (1% ordem) do Cristal Violeta em uma caneta da

formulacdo GC sdo mostrados na Tabela 20.

Tabela 20: Constantes cinéticas para a degradacdo do corante Cristal Violeta obtidas experimentalmente em

envelhecimento forgado por 300 horas.

Constantes (horas™)

ke 0.004
ko 0.004
ke 0.004
Ky 0.003
ke 0.001
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Para a degradacéo natural, a escala de tempo envolvida no processo (décadas) permite
estimar um valor aproximado para a primeira constante cinética de degradacdo de um

determinado corante. Essa afirmacao pode ser expressa pela equacdo (15).
Kapar =t7° (15)

A partir dos gréficos de degradacdo natural, fez-se a média do tempo necessario para
a degradacéo do corante Cristal Violeta para a formulacdo GC, usando os valores de idade no
qual a degradacdo do ion 372 encontrava-se em estado mais avancado que as demais. Esse
procedimento permitiu estimar que o tempo médio envolvido na degradacdo natural em
condigdes ambientais ndo controladas foi de aproximadamente 40 anos. Sendo assim, pode-se

estimar o valor aproximado de Kana: como 0,025 anos™.

Assumindo-se uma similaridade quimica entre os processos de degradacdo natural e
artificial, é possivel especular que a as razdes das constantes cinéticas de degradacao se mantém
inalteradas. Assim sendo, de posse do valor estimado para kanat, € possivel calcular as demais

constantes cinéticas pelo sistema de equagdes (16).

rkb,nat — E —a
ka,nat ka

< kc,nat — E — [),
ka,nat ka (16)
kg,nat — k_g — ¢

Lka,nat ka

Os valores dos parametros calculados sao apresentados na Tabela 21 e os valores das

constantes cinéticas obtidas para a degradacdo natural do corante Cristal Violeta na Tabela 22.

Tabela 21: Valores dos pardmetros de relacdo entre a degradacdo artificial e natural.

Valores dos pardmetros

a 1.05
8 1.06
v 0.86
5 0.33

Com os valores das constantes cinéticas para a degradacéo natural do corante Cristal
Violeta calculados a partir da degradacéo artificial, foram estimadas as intensidades relativas

simulando langamentos manuscritos entre 1962 e 2014. Usando como base a média do erro
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maximo entre as intensidades relativas dos ions referentes a degradacéo do Cristal Violeta

obtidas no teste de homogeneidade (ver 4.2.1), estipulou-se um intervalo de confianca de 0,02.

Entdo, compararam-se os valores estimados de intensidade relativa obtidos com daqueles

correspondentes a degradacéo natural do corante Cristal Violeta. A

Tabela 23 exibe os resultados em que a degradacao natural melhor se assemelhou aos

valores simulados para o caso de tintas com formulagéo GC.

Tabela 22: Constantes cinéticas para a degradacdo do corante Cristal Violeta obtidas para o envelhecimento

natural

Constantes (anos™)

ka
kb
ke
kqd
ke

1/40 = 0.025

0.026
0.027
0.023
0.008

Tabela 23: Intensidades relativas dos ions do corante cristal Violeta para a degradacao natural e intensidades

Ano
2002

2000

1998

1996

1994

1992

1990

1988

1986

m/z
Natural
Referéncia
Natural
Estimado
Natural
Estimado
Natural
Estimado
Natural
Estimado
Natural
Estimado
Natural
Estimado
Natural
Estimado
Natural
Estimado

relativas estimadas (formulacdo GC).

372
0.89
0.89
0.83
0.85
0.82
0.81
0.75
0.76
0.74
0.73
0.70
0.69
0.68
0.66
0.61
0.62
0.59
0.59

358
0.11
0.11
0.14
0.15
0.16
0.18
0.19
0.21
0.21
0.24
0.24
0.26
0.27
0.28
0.32
0.30
0.33
0.32

344
0.00
0.00
0.02
0.01
0.02
0.01
0.04
0.02
0.05
0.03
0.06
0.04
0.05
0.05
0.04
0.07
0.07
0.08

330
0.00
0.00
0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.01
0.00
0.01
0.01
0.03
0.01
0.01
0.01

316
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
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Em concluséo, para a formulacdo GC, foi possivel simular a degradagdo natural do
corante Cristal Violeta por um intervalo de tempo de 14 anos a partir de constantes cinéticas
obtidas de experimentos de degradacdo artificial. Esse procedimento representa um passo
inicial no sentido de novas pesquisas que busquem correlacionar de forma efetiva experimentos
de degradacéo artificial acelerada com processos naturais de envelhecimento de tintas em

documentos reais.

4.3 Conclusao

No teste de homogeneidade, as amostras das 10 canetas, em uma mesma folha,
envelhecidas por 12 horas ndo diferem entre si na degradacdo do corante Cristal Violeta, de
forma que a degradacdo acontece de maneira uniforme e homogénea dentro da caixa de

envelhecimento artificial utilizada.

No que se refere a degradacao artificial, os corantes analisados degradam a diferentes
velocidades dependendo da caneta esferografica, mesmo quando submetidos as mesmas
condigdes de envelhecimento. A partir dos resultados, observou-se que a degradacdo do corante
Cristal Violeta na tinta da caneta esferografica da marca Bic, de coloracao preta, ocorre de
maneira muito mais acentuada que as demais, enquanto que para a tinta da caneta esferogréafica

de marca Bic Cristal, de coloracgdo azul, a degradacéo ocorre de maneira menos acentuada. .

A ferramenta Solver foi utilizada para ajustar equacfes de cinética de primeira e de
segunda ordem para os corantes estudados, em especial o Cristal Violeta. Na maioria das
canetas esferograficas estudadas, a equacdo de cinética de primeira ordem estimada teve
melhores resultados de ajuste do que a equacdo de cinética de segunda ordem, corroborando
com os trabalhos ja descritos na literatura.

Assumindo que a reacdo seja de primeira ordem, nota-se que a velocidade da
degradacdo é diferente para cada tinta de caneta esferografica, mesmo para aquelas que
possuem 0s mesmos corantes em sua formulacdo. Esses resultados da cinética de reacédo
confirmam que a composicdo inicial da tinta da caneta interfere na taxa de degradagéo dos

corantes.

Conforme o esperado, os casos de degradacdo natural mostraram-se mais complexos

do que aqueles sob degradacéo artificial em condicdes controladas. Os dados obtidos néo
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permitem o reconhecimento de padrdes inequivocos de degradacdo natural ao longo do tempo.
O estudo da variacdo da composicédo inicial da caneta esferogréafica da marca Bic, permitiu
concluir que canetas esferograficas novas de uma mesma marca podem apresentar estado de
degradacéo inicial diferentes. Essa variacdo no estado inicial foi de aproximadamente 10%
entre as canetas esferogréficas testadas. Apesar dessas dificuldades, foi possivel simular a
degradacéo natural do corante Cristal Violeta em canetas de formulacdo GC durante um periodo
de 14 anos (abrangendo os anos de 1986 a 2002) a partir das constantes cinéticas da degradacao

artificial.
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Conclusoes gerais
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Conclusoes

O método baseado em PLSR foi capaz de obter bons resultados para a formulagéo
CB, que ndo apresentou resultados aceitaveis pelo método ULT. Além disso, exibiu erros mais
baixos para as formula¢6es GC e GRB. Porém, o PLSR foi inferior ao ULT para as composic¢des
CV e C. Portanto, conclui-se que considerando o percentil 95% como critério de deciséo, 0s
métodos PLSR e ULT sdo complementares sua escolha dependerd da formulacdo de tinta

utilizada.

O teste de homogeneidade confirmou que a degradacao acontece de maneira uniforme

e homogénea no experimento utilizando a caixa de envelhecimento artificial.

Analisando os resultados obtidos por degradacdo artificial, conclui-se que as
degradacdes dos corantes podem ocorrer em diferentes velocidades, mesmo quando submetidas
as mesmas condicdes de envelhecimento, sugerindo que a composicao inicial da tinta da caneta
interfere na taxa de degradacdo dos corantes. A equacdo cinética de primeira ordem foi bem

ajustada para a degradacdo dos corantes estudados.

Apesar de ainda ndo ter sido possivel encontrar um padrdo visivel na degradagdo
natural de manuscritos, ao calcular constantes cinéticas para a degradacdo natural a partir das
constantes cinéticas da degradacdo artificial, foi possivel estimar 14 anos de degradacdo do

corante Cristal Violeta de maneira similar ao observado na degradagao natural.
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Apéndice 1

Gréficos da regressdo e de residuos obtidos no método PLSR com a normalizacao

SNV e dados centrados na média.
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Apéndice 2

Histogramas obtidos no método PLSR com normalizacdo SNV e dados centrados na

media.
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Apéndice 3
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Apéndice 4

Espectros do branco no decorrer de 300 horas:
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Apéndice 5

Degradacdo do corante Cristal Violeta. Linhas de mesma cor e marcador indicam

replicatas.
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