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PERSISTENCIA DE FRAGRANCIA EM CABELO: INFLUENCIA DAS
PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E DA ENCAPSULACAO
DE OLEO ESSENCIAL

Dissertacdo de Mestrado de Matheus Pavani
Orientador: Prof. Dr. Marcos José Salvador / Co-orientadora: Profa. Dra. Inés Joekes (In Memoriam)
Instituto de Biologia — Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)
CEP 13083-862, Campinas — SP — Brasil

RESUMO

A fragrancia de um produto cosmético € um aspecto importante para determinar
seu desempenho. E crescente o emprego de produtos naturais, bem como de fragrncias
encapsuladas na inddstria cosmética. Entretanto, ha escassos estudos descrevendo o perfil
de liberagao de fragrancias a partir de matrizes complexas, muito menos a partir de cabelos.
Este trabalho investigou a interacdo de uma fragrancia livre ou encapsulada em cabelos
virgens caucasianos. Oleo essencial de capim-limdo (Cymbopogon citratus DC. Stapf),
livrte ou encapsulado, foi empregado como fragrancia em formula¢des de xampu e
condicionador sem enxdgue. O processo de encapsulacdo deu-se por meio de polimerizacao
in situ da resina de melamina-formaldeido, variando-se pardmetros reacionais como
velocidade de agitagdo, acidificacdo do meio e teor de 6leo essencial. Os perfis de liberacao
da fragrancia proveniente de mechas de cabelo, tratadas com as formula¢des obtidas, foram
tomados ao longo do tempo (0 a 12 h), com amostragem por microextracdo em fase sélida
(SPME) e andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS).
A liberagdo das substincias da fragrincia na forma livre variou em funcdo do tipo de
formulacdo cosmética (xampu ou condicionador sem enxdgue). Neste caso, a persisténcia
delas na fibra capilar se correlacionaou com seus valores de coeficiente de particdo 6leo-
agua (logP). Microparticulas esféricas (dy =9 + 1 um) e rendimento de processo de 86 %
foram obtidos com decaimento lento de pH aliado a agitagdo vigorosa durante a reacdo de
formacdo. Estas particulas promoveram liberacdo sustentada para os constituintes linalol e
citral (12 e 2 vezes mais duradoura em relacdo a forma livre, respectivamente), mostrando
um aumento da persisténcia da fragrancia encapsulada quando inserida em formulag¢do sem

enxdgue, e modificando as forcas de interagdo cabelo—fragrancia.

Palavras-chave: polimerizagdo in situ, microextracio em fase soOlida, cromatografia

gasosa—espectrometria de massas, cosméticos.
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PERSISTENCE OF FRAGRANCE IN HUMAN HAIR:
ROLE OF PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES AND ENCAPSULATION OF
PERFUME OIL

Master Thesis of Matheus Pavani
Advisor: Prof. Dr. Marcos José Salvador / Co-advisor: Profa. Dra. Inés Joekes (In Memoriam)
Institute of Biology — University of Campinas (UNICAMP)
13083-862, Campinas — SP — Brazil

ABSTRACT

Fragrance plays an important role in the performance of a cosmetic formulation.
The use of natural products in the cosmetic industry as well as encapsulated fragrances is
growing. However, there are few studies describing the release profile of fragrances from
complex matrices, much less from Human hair. This work investigates the interaction of a
fragrance composition (free or encapsulated) with un-treated Caucasian hair. Lemongrass
essential oil (Cymbopogon citratus DC. Stapf) was employed as fragrance in rinse-off
shampoo or leave-on formulations. Encapsulation was performed by in situ polymerization
of melamine and formaldehyde monomers, changing reaction parameters such as stirring
rate, pH decay, and essential oil content. Fragrance release profiles from the hair tresses
treated with the abovementioned formulations were acquired over the time (0 to 12 h) with
a solid phase microextraction (SPME) device, and analyzed by gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS). The release of free form fragrance constituents depended on the
type of cosmetic formulation (shampoo or leave-on), but its persistence on hair fiber was
correlated with its oil-water partition coefficient (logP) value in both cases. Spherical
microparticles (dg=9 + 1 um) and 86 % yield were obtained with slow pH decay combined
with vigorous stirring during the encapsulation process. Sustained release of the fragrant
components linalool and citral (12 times and twice longer-lasting compared to the free
form, respectively) was found, showing an increased persistence of the encapsulated

fragrance when inserted in the leave-on formulation and changing perfume—hair interaction.

Palavras-chave: in situ polymerization, solid phase microextraction, gas chromatography—

mass spectrometry, cosmetics.
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I. INTRODUCAO

1. Cabelo

O cabelo é constituido principalmente de queratina, proteina resistente e
insoldvel [1]. A caracteristica que a distingue de outras proteinas € seu alto teor de enxofre
devido a presenca do aminodcido cisteina em sua composicdo [2]. A cisteina forma uma
rede de ligacodes dissulfidicas, responsdveis pela resisténcia mecanica e quimica do fio de
cabelo [3].

O fio de cabelo pode ser dividido em quatro componentes principais: cuticula
(ca. 10 % em massa da fibra), cortex (ca. 88 %), complexo de membrana celular (CMC)
(ca. 2 %) e medula. A localizacdo destes componentes na fibra capilar e a sua composi¢ao
encontram-se destacados na Figura 1.

Cuticula

Camada A ---}

Exocuticula ---{-- S

Endocuticula-—>f{*}

Queratina
em a-hélice |

Microfibrila Macrofibrila ~ «— 40— 110um —»

Figura 1. Representacido esquematica da estrutura morfologica de um fio de cabelo (centro)
e de seus constituintes principais: cuticula, cértex, complexo de membrana celular (CMC) e
medula (em negrito). Um corte transversal deste material, obtido por microscopia eletronica
de varredura (MEV), € mostrado a direita. A esquerda, encontram-se destacados uma célula
cuticular (acima) e uma microfibrila (abaixo). Adaptado de Robbins [4].

Cuticula

A cuticula constitui a regido mais externa do fio de cabelo e € formada pela
sobreposicao de camadas de material proteico e amorfo, denominadas células cuticulares.
Responsdveis pela protecao das células corticais, as células cuticulares oferecem resisténcia



fisica, estabelecendo uma barreira a difusdo de moléculas de alta massa molecular para o
interior da fibra [5]. Cada cuticula é dividida em trés subestruturas (Figura 1), a saber:

a. Camada A: regido mais externa, quimicamente resistente e hidrofébica,
uma vez que é composta por material altamente reticulado (alto teor de
ligacdes dissulfeto) e recoberto por 4dcido graxo (&cido 18-metil
eicosandico ou 18-MEA) [6].

b. Exocuticula: se localiza abaixo da camada A; é também reticulada, o que
lhe confere caréter hidrofébico.

c. Endocuticula: possui composicdo ndo queratinosa, com teor elevado de
aminodcidos 4cidos e bdsicos e com baixa concentragdo de cistina,
possuindo um carater hidrofilico [4].

Cortex

O cértex é o maior constituinte em massa da fibra capilar. E formado pelas células
corticais, orientadas na dire¢cdo do fio, constituidas por macro e micro fibrilas de
a-queratina, o que confere ao cabelo propriedades eldsticas e de resisténcia mecanica
(Figura 1) [7]. Distribuindo-se aleatoriamente no cortex, estdo os granulos de melanina,
cujo tipo, tamanho e quantidade determinam a cor do cabelo.

Complexo de membrana celular (CMC)

O CMC ¢é um material cimentante, localizado na regido onde as cuticulas se
sobrepdem e entre as macrofibrilas no cértex. E formado a partir de remanescentes
celulares ndo queratinizados [6]. Assim como outros componentes nao queratinosos, forma
0 maior caminho continuo para a difusdo de substancias na fibra [4].

Medula

A medula encontra-se no interior do cortex, podendo estar presente ou ausente ao
longo do fio. E formada por uma estrutura porosa, cuja concentragio de lipidio é maior que
em qualquer outra estrutura do cabelo, podendo indicar sua relagdo com a plasticidade da
fibra [8].



1.1 Persisténcia de fragrdancia em cabelos

O objetivo dos xampus e condicionadores ndo é somente o de limpeza e retirada de
sujidades dos cabelos, mas também o de embeleza-los e perfumé-los. Este conceito se
enquadra na definicdo de saude como “um estado de bem-estar fisico, mental e social e ndo
apenas a auséncia de doenga” [9]. Neste sentido, a fragrancia é um pardmetro importante
para determinar o desempenho de produtos para uso capilar.

Formulagdes de xampus e condicionadores baseiam-se em uma mistura de
tensoativos, dgua e outros ingredientes minoritdrios, como espessantes, conservantes e
fragrancia [10]. Os tensoativos anidnicos, anfotéricos e ndo-idnicos sio utilizados em
xampus, enquanto que os catidnicos, em condicionadores [4]. Embora os tensoativos sejam
eficazes na solubilizacdo de fragrancias, tem sido demonstrado que eles diminuem a
intensidade de seu odor proporcionalmente ao aumento de sua concentracio na
formulagao [11].

A natureza, qualidade e concentragdo dos tensoativos e outros materiais, como
agentes condicionantes, podem afetar as caracteristicas de odor de um xampu, quer seja por
mascaramento, quer seja pela reacdo quimica indesejada de seus componentes com o0s
ingredientes da formulagdo. A adi¢do de fragrancia na formulagdo de xampus, por sua vez,
pode alterar sua viscosidade [12].

A persisténcia de uma fragrancia em um substrato, como a pele, ou o cabelo, esta
relacionada com o periodo de tempo no qual determinado constituinte pode ser detectado
pelo olfato humano, dependendo de sua volatilidade. De maneira geral, quanto menor a
volatilidade, maior serd a persisténcia deste constituinte. Entretanto, o comportamento de
fragrincias em matrizes bioldgicas ainda € pouco explorado na literatura cientifica.

Vuilleumier e colaboradores [13] investigaram o perfil de liberagdo de onze
substancias componentes de fragrancias apds aplicacdo em pele de voluntdrios: a taxa de
evaporacdo estd relacionada com a morfologia da matriz e também com o tipo de base
cosmética aplicada a pele.

Poucos estudos com cabelos podem ser encontrados: Blackeway e
Seu-salerno [14] estudaram a persisténcia de fragrincia em cabelos, a partir da aplicacdo de
uma solucdo de lauril éter sulfato de sédio (LESS) contendo sete diferentes matérias-
primas. Os autores discutem que o cabelo € capaz de sorver as substincias da fragrancia,
que migram da formulacio aquosa e interagem com as queratinas da fibra capilar. Dados de
nosso Grupo de Pesquisa mostram, ainda, que a quantidade de fragrancia liberada decai em
funcdo do tempo e que a persisténcia dos constituintes varia de acordo com a origem étnica
do fio de cabelo [15, 16].



2. Fragrancias

E possivel definir uma fragrancia como uma substincia quimica — ou, na maioria
das vezes, uma mistura delas — que possui caracteristicas de odor. A palavra “perfume”, do
latim per fumum (em portugués, “por meio da fumaga”), remete a queima de incenso
realizada pelos sacerdotes da época com intuito de contemplacdo aos deuses; este termo &

empregado neste trabalho com o sentido de “sensacdo olfativa agradavel”.

A descoberta, exploracdo e utilizacdo de fragrancias teve inicio no Egito antigo,
entre 4000 e 2000 a.C., tendo conotacdo exclusivamente religiosa. Aos poucos, as
composi¢des perfumadas atingiram um publico mais amplo, embora ainda restrito, de
farads, imperadores, conquistadores, monarcas e alquimistas [12].

Desde a Antiguidade, temperos e resinas de fontes animais e vegetais sio
utilizados para fins de producdo de fragrancias. O uso de 6leos essenciais de origem natural
na perfumaria teve seu inicio com o desenvolvimento da técnica de destilagdo, no
século IX. Apenas no século XIX, devido a Revolucao Industrial, a producao de fragrancias
pdde ser realizada em larga escala para que, no século XX, alcancasse todas as faixas da
populacdo, aumentando a demanda desses ingredientes na industria e promovendo seu
uso [12].

No Brasil, as composi¢des perfumadas foram incorporadas aos costumes nacionais
a partir da chegada da corte portuguesa, em 1808. Entretanto, a industria de higiene e
perfumaria, principal utilizadora de fragrancias, chegou ao Brasil no final do século XIX e
a industria de fragrancias deu inicio as suas atividades no século XX [17].

Componentes de fragrdncias

As fragrancias sdo utilizadas em formula¢des de produtos de higiene pessoal, de
limpeza, perfumes e cosméticos, para conferir-lhes odor agraddvel — ou mascarar-lhes os
desagraddveis [18]. Sdo misturas volateis compostas por até 300 substancias de diferentes
estruturas moleculares: alifaticas, aromadticas, aliciclicas ou heterociclicas possuindo uma
variedade de grupos polares como os aldeidos, cetonas, ésteres, alcoois, fendis e éteres.
Tamanha complexidade reflete em diferentes propriedades fisico-quimicas, tais como
volatilidade, solubilidade, lipofilicidade e reatividade quimica [19, 20].

As matérias-primas utilizadas pela industria de fragrancias podem ser de origem
natural ou sintética. As naturais sdo assim designadas por se tratarem de materiais obtidos
de fontes vegetais, animais ou minerais. Plantas inteiras, flores, frutas, sementes, folhas,
bem como madeiras, raizes, e resinas exsudadas sdo utilizadas como matérias-primas de
fragrancias. Os aromas produzidos sinteticamente s@o, via de regra, primeiro descobertos na
natureza e depois sintetizados [21].



A divisdo entre as matérias-primas naturais e sintéticas ndo € delimitada, uma vez
que ambas as fontes podem possuir diferencas em suas caracteristicas de odor e em sua
composi¢do quimica [21]. Por exemplo, o geraniol natural contem tracos de outros
materiais provenientes da fonte de origem. J4 o produto da sintese de geraniol resulta em
uma mistura de isomeros, contendo uma grande proporcao de nerol (Figura 2), além de
outras substiancias nao encontradas na natureza, resultando em diferentes perfis
odoriferos [20].

CH, CHs
N"0oH N
| OH
HaC”~ CHs HsC~ CHj
Geraniol Nerol

Figura 2. Estruturas quimicas de geraniol (esquerda) e nerol (direita), isdmeros cis-trans
produzidos durante a sintese de geraniol para industria de fragrancias.

Classificacdo das fragrancias

Perfume ou odor sdo conceitos amplos e complexos, sendo pardmetros subjetivos,
pois se relacionam com a percepcdo olfativa individual. Ao longo do tempo, criaram-se
algumas ferramentas para descrever a classificacdo sensorial (ou perfume) de matérias-
primas utilizadas em fragrancias, com o objetivo de uniformizar a linguagem e facilitar a
comunicacao e o entendimento.

Uma substancia fragrante pode ser classificada de acordo com um odor
caracteristico, constituindo uma “nota olfativa”. O geraniol (Figura 2), por exemplo, é
atribuido ao odor de rosas; entretanto existem outras substincias cujo odor também é
atribuido ao das rosas, como a benzofenona e o isodecanal. Quando em uma fragrancia,
estas substancias sdo classificadas como “acordes”, pois possuem um odor especifico em
comum.

Notas olfativas similares podem ser agrupadas em ‘“familias olfativas”, que
caracterizam propriedades olfatérias amplas. Geraniol, jasmona — que possui odor de
jasmim — e butil fenil metil-propional — que possui odor de lirio-do-vale — enquadram-se
em uma familia olfativa denominada “floral”. Uma fragrincia pode ser, portanto,
classificada dentro de uma ou mais familias, de acordo com suas propriedades olfatdrias
dominantes. A Tabela 1 descreve o espectro olfativo, de acordo com a classificacdo de
Kraft e colaboradores [22].



Tabela 1. Classificacdo de Kraft [22] de familias olfativas e as principais notas que as
constitui.

Familia olfativa Odor dominante Principais notas olfativas
Almiscarado (musk) Animadlico Almiscar, castoreo e civeta
Ambarado Doce, resinoso Ambar, ambar-gris

Cedro, cipreste, patchuli,

Amadeirado Madeiras N .
sandalo, vetiver
Anis, baunilha, cardamomo,
Condimentado Temperos, especiarias canela, coentro, cravo, gengibre,

pimenta

Camélia, flor de laranjeira, flor
Floral Flores brancas e outras flores de 16tus, gardénia, geranio,
jacinto, jasmim, lavanda, lirio

Citricos, frutas vermelhas, maca,

Frutada Frutado ..
maracuja
) L. . Agua do mar, calone (mel3o,
Marinho Aquidtico, 0zOnico gua . (
pepino), geosmina (chuva)
Basilico, capim-limio, grama,
Verde Folhas frescas P &

palmarosa, zimbro

As notas também podem ser classificadas de acordo com as taxas de evaporagao
dos componentes de uma fragrancia, caracterizando o modo como o perfume por ela
deflagrado sera percebido ao longo do tempo apds aplicacdo em um substrato (tecido, pele,
cabelo, efc.) [23]. Usualmente, uma fragrancia € dividida em notas de topo, corpo e fundo:

a. Notas de topo: constituidas pelas substancias de maior volatilidade, sdo
as primeiras percebidas em uma fragrancia e as de menor durabilidade.
Alguns exemplos de notas de cabeca sdo as citricas, lavanda e eucalipto.

b. Notas de corpo: sdo notas de volatilidade intermedidria, também
percebidas de imediato, mas perduram por mais tempo. S3o as que
normalmente ddo a caracteristica principal ao perfume. As mais comuns
sao as notas das familias floral, frutada, verde e condimentada.

c. Notas de fundo: s3o as notas de baixa volatilidade, que perduram por
muito tempo no substrato [21]. Podem ser resinas de madeiras ou de
origem animal.

Ao aplicar uma frarancia em um substrato, é possivel identificar todas as notas
descritas. Entretanto, algumas se sobressaem em relacio a outras em determinado tempo de
exposicao do produto devido a taxas de evaporagdo distintas existentes entre as substancias
que compdem a fragrancia.



2.1 Oleos essenciais em perfumaria

Oleos essenciais sdo produtos de origem natural e, assim como as fragrincias, sdo
constituidos de misturas complexas de substancias volateis. Estas substancias, provenientes
de metabolismo secunddrio de vegetais ou animais, possuem caréter lipofilico, apresentam
baixa massa molar e possuem odor caracteristico [24]. Os 6leos essenciais sdo empregados
principalmente como aromas de produtos alimenticios, componentes de fragrancias na
inddstria cosmética, como farmacos em composi¢cdes farmacéuticas, e solventes e
intermedidrios de reacdes na indudstria quimica [25].

Oleos essenciais de origem vegetal sdo produtos obtidos de partes de plantas por
meio de destilagdo por arraste a vapor, por expressdo dos pericarpos — no caso dos frutos
citricos —, ou por extracdo com gorduras pela técnica de enfleurage. Além dos Oleos
volateis de fontes naturais (fitogé€nicos), existem produtos sintéticos, que podem ser
imitagdes dos naturais ou composicoes de fantasia. Para uso com fins de aplicacdes
farmacéuticas, somente os 6leos essenciais fitogénicos sao permitidos pelas Farmacopéias,
excegdo feita aos 6leos que contém somente uma tUnica substancia, como o caso do 6leo
essencial de baunilha, constituido por vanilina [24].

Com o desenvolvimento da quimica fina e de tecnologias analiticas de separacio e
isolamento de substincias, os Oleos essenciais puderam ser substituidos por alguns
constituintes sintéticos [20]. Apesar disto, atualmente, mais de 250 tipos de 6leos volateis
correspondem a um faturamento médio no mercado mundial de cerca de
USS$ 1,2 bilhdo/ano. O Brasil tem lugar de destaque na producdo de dleos essenciais, ao
lado da India, China e Indonésia, considerados os quatro grandes produtores mundiais [26].

Capim-limdo (Cymbopogon citratus DC. Stapf)

Dentre as espécies que se destacam na producdo mundial de 6leos essenciais,
encontram-se as do género Cymbopogon, distribuido em regides tropicais e subtropicais da
Terra. Muitas de suas espécies sdo empregadas como aromas e fragrancias na forma de dleo
volatil. A espécie Cymbopogon winterianus, popularmente conhecida como citronela, estd
entre os cinco principais 6leos essenciais no mercado mundial em termos de volume de
producao — cerca de trés toneladas ao ano [26].

A espécie Cymbopogon citratus DC. Stapf, popularmente conhecida como capim-
lim3o ou capim-santo, foi bastante estudada quanto a caracterizacdo quimica de seu Oleo
essencial, dada sua importancia na industria cosmética e farmacéutica. Seu 6leo volatil
comercial é produzido principalmente no Nordeste do Brasil, sendo empregado como
fragrancia no preparo de colonias, sabonetes e desodorantes. Entretanto, a maioria dos
estudos com este G6leo estd relacionada a sua caracterizagdo quimica e suas atividades
bioldgicas, como anti-inflamatdria, antibacteriana e antiftingica [27].



O citral — mistura racémica de trans-citral (geranial) e cis-citral (neral) — é o
constituinte majoritario do 6leo essencial de capim-limdo, e também o maior responsavel
pelo seu odor, classificado como “verde, fresco e adocicado de limdo”. Cis-citral possui
odor suave e adocicado de limdo, enquanto que seu isdmero trans, odor citrico e intenso de
limdo [28, 29]. O citral € instavel frente ao calor, luz e oxigénio, assim como ao pH 4cido,
que favorece a ciclizacgdo da molécula, resultando em compostos de odor
desagraddvel [30, 31]. A Figura 3 mostra a estrutura quimica dos isomeros de citral.

CHs CHs
A X0
o
HsC~ “CH, H,C” “CHs,
cis-citral (neral) trans-citral (geranial)

Figura 3. Estruturas quimicas dos isomeros cis e trans do citral. Neral (esquerda) e geranial
(direita) sdo os constituintes majoritarios do 6leo essencial de capim-limao (Cymbopogon
citratus).

3. Analises de fragrancias

Para iniciar uma percepcao sensorial, uma molécula odorante deve se volatilizar a
partir de sua matriz de aplicagdo e interagir com os receptores nasais humanos [32]. A
resposta de odor também depende do limiar de percep¢do da molécula (chamado de
threshold), que € geralmente muito baixo. Como consequéncia, os analitos de uma
fragrancia encontram-se, geralmente, em concentracdes muito pequenas — muitas vezes
abaixo dos niveis de ppm ou mesmo ppb. Além disso, estes analitos possuem uma vasta
gama de polaridades, solubilidades, volatilidades e estabilidades térmica e ao pH, o que
torna, muitas vezes, a andlise de compostos voldteis um desafio [33]. Dessa forma, sdao
necessarios métodos sensiveis e seletivos para extracdo e concentragdo de substincias
voléteis e que auxiliem na andlise de fragrancias.

A separacdo de produtos volateis foi facilitada com o advento da cromatografia
gasosa (GC). Quando acoplada aos detectores de espectrometria de massas (GC-MS) ou
olfatometria (GC-0O), a cromatografia gasosa passou a ser uma técnica robusta para a
avaliacio de odor dos ingredientes ativos em misturas complexas de diferentes
matrizes [34]. Por outro lado, os resultados de GC estao intimamente relacionados com o
desempenho do método de preparo da amostra e com os procedimentos de andlise adotados.



Outra abordagem dentro da andlise de fragrancias € o desenvolvimento de narizes
eletronicos, constituidos de sensores que, ao entrarem em contato com uma substancia
volatil sofrem modificacdes de suas propriedades elétricas, reconhecendo padrdes de odor
especificos. Estes sensores podem ser constituidos por materiais condutores poliméricos ou
metélicos ou, ainda, por receptores olfatérios clonados. Neste ultimo caso, o sistema é
denominado de “nariz bio-eletronico” [35, 36]. Os dados obtidos por estes sensores podem
ser comparados com a detec¢do olfatométrica ou com a andlise sensorial.

Existem muitas técnicas para isolamento e pré-concentracdo de fragrancias
descritas na literatura cientifica, tais como extracdo liquido-liquido, destilagcdo, headspace,
purge-and-trap, dentre outras [33]. Todas estas abordagens sdo aplicdveis, mas possuem
suas limitacdes, podendo alterar o perfil de odor da fragrancia. Por exemplo, a extracdo
com solventes orgadnicos pode causar perdas de substincias mais voldteis, que sao
removidos da amostra durante o arraste; as técnicas de destilacdo podem gerar degradagao
térmica de alguns componentes; e a quantificagdo dos analitos € a dificuldade das técnicas
de headspace [37].

Técnicas baseadas em mecanismos de sor¢do tém sido empregadas, como extracao
sortiva em barra de agitacdo (SBSE), extracdo sortiva de headspace (HSA) e microextracao
em fase s6lida (SPME), empregada neste trabalho. Nestas técnicas, ocorre a concentragao
de analitos volateis, facilitando a andlise das substancias presentes em baixas concentragdes
em uma amostra. Além disso, elas permitem a captura in loco de volateis, como, por
exemplo, a captura da fragrancia emanada de inflorescéncias diretamente na planta de
origem, ou a identificacdo de hormonios liberados por insetos na natureza [ 18].

A microextragao em fase s6lida foi descrita pela primeira vez como um dispositivo
de preparo de amostras para andlise ambiental [38]. Desde entao, a técnica de SPME tem
sido empregada na avaliagdo de substancias organicas volateis e semivoldteis presentes em
diferentes amostras de fontes vegetais, perfumes, cosméticos e materiais biolégicos. Trata-
se de uma técnica que nao utiliza solventes e que se baseia na particdo entre compostos
organicos numa fase aquosa ou gasosa e fibras revestidas com polimeros [18], sendo a
técnica escolhida para a anélise de fragrancia neste estudo.

3.1 Microextragdo em fase sélida (SPME)

A técnica de microextracdo em fase sOlida foi desenvolvida em 1988 e
comercializada em 1993 pela Supelco [38]. Embora tenha sido amplamente utilizada para a
extracdo de aromas — utilizados como flavorizantes em alimentos —, existem poucos dados
disponiveis sobre a aplicabilidade da técnica em fragrancias. Até recentemente, técnicas de
preparo de amostras laboriosas e de alto custo foram utilizadas para isolar, separar e
identificar componentes de fragrancias. Uma vez que as estruturas quimicas de aromas e
fragrancias sdo proximas entre si, a técnica de SPME € uma alternativa no preparo de
amostras para andlise de fragrancias.
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A Figura 4-A descreve o procedimento utilizado em SPME, que consiste em
inserir uma amostra em um frasco com um volume especifico, selado com uma tampa do
tipo septo. Produtos volateis do ambiente, que sdo sorvidos pela fibra ao longo do tempo de
armazenamento, devem ser removidos antes da andlise por dessor¢do térmica; a fase de
revestimento é capaz de adsorver estes produtos, o que pode gerar alguns artefatos. Os
analitos provenientes de uma amostra liquida ou presentes em sua fracdo volatil, ou
headspace, sdo concentrados até atingirem uma distribuicao de equilibrio entre a fibra (fase
estaciondria) e a fase aquosa ou gasosa (amostra). As substincias concentradas sdo, entao,
dessorvidas termicamente no injector de um cromatégrafo [39].

Na andlise de fragrancias por SPME, existem dois modos bdsicos para extracao de
volateis das amostras, a depender do substrato a ser analisado, como mostrado na
Figura 4-B. No modo de extracdo direta (DI-SPME), a fibra revestida € inserida na amostra
por imersdo direta em uma amostra liquida e os analitos sdo transportados diretamente da
matriz da amostra para a fibra. Na extracido de headspce (HS—-SPME), a fibra € exposta na
fase de vapor acima de uma amostra liquida ou sélida. Esta tdltima técnica € seletiva para
substancias volateis, o que evita interferéncias de substancias com massa molar elevada que
podem estar presentes em matrizes complexas [38].

3 DI-SPME HS-SPME
I Headspace da amostra Fibra
Suporte para I

L

I SPME I \ N‘/‘L I
.. | ety
l

injegio u ﬂ | E —]%
Fibra I B 7 \\ 7

revestida R \
| Amostra Dessor¢ao em

cromatografo Revestimento Amostra Revestimento

Figura 4. (A) Sequéncia de andlise por microextracio em fase solida (SPME): 1.
Configuracdo do aparato de SPME, 2. Amostragem de headspace e 3. Dessor¢do térmica
dos components da amostra em injetor de cromatdgrafo. (B) Modos de extracao utilizados
em SPME: amostragem direta (DI-SPME) (esquerda) e amostragem de headspace (HS-
SPME) (direita). Adaptado de Pawliszyn [38] e Werkhoff ez al. [39].
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4. Sistemas carreadores e encapsulaciao de ativos

De acordo com Jeroen [40], os sistemas carreadores de ativos podem ser
classificados de acordo com as suas dimensdes, em macro (> 0,1 mm),
micro (0,1 — 100 pm) ou nanossistemas (< 0,1 um) e de acordo com o tipo de sistema
carreador formado. Entretanto, outras classificacdes podem ser encontradas na literatura.

Os principais sistemas carreadores compreendem as emulsdes, formadas por
tensoativos; os complexos de inclusdo, formados pelas ciclodextrinas; os lipossomas,
vesiculas de fosfolipideos; particulas magnéticas, constituidas de o6xidos de metais;
particulas lipidicas sélidas; e particulas poliméricas, formadas por polimeros sintéticos ou
naturais. Os métodos para producdo destes sistemas dependem da solubilidade do ativo, das
dimensdes desejadas, bem como da taxa e forma de liberacdo do ativo [40].

Sistemas micro e nanocarreadores de ativos tém sido utilizados na industria
farmacéutica para obter liberacdo modificada de farmacos, reducdo de toxicidade, bem
como solubilizagao de ativos lipossoliveis [41]. A inddstria cosmética € pioneira na
comercializacdo destes sistemas, sendo que as principais aplicacdes se dao no
desenvolvimento de formulagdes para permeacdo cutdnea, como nanoemulsdes,
lipossomas, nanoparticulas poliméricas e lipidicas, carreadoras de vitaminas, lipideos e
filtros solares [42].

Sistemas carreadores de fragrancias

A persisténcia de um constituinte de uma fragrancia depende de sua volatilidade.
A concentragdo e as forgas de atracdo entre o material e a base na qual ele foi incorporado,
bem como ao substrato onde foi aplicado, sdo pardmetros importantes que também
influenciam na persisténcia de uma fragrancia [12]. Dessa forma, a incorporagcdo de uma
fragrincia em um micro ou nano carreador poderd refletir em uma maior persisténcia, uma
vez que sua liberagdo ao longo do tempo serd retardada, e as forcas de adesdo serdo
modificadas.

O desenvolvimento de carreadores de fragrancias tem crescido nas ultimas décadas
e pode ser encontrado em patentes publicadas pela indudstria. As principais aplicagdes
ocorrem em produtos cosméticos, como perfumes e antitranspirantes, e também em
produtos de limpeza, principalmente em lava-roupas. Os principais sistemas carreadores de
fragrancias empregados sdo: os complexos de inclusdo com ciclodextrinas, incorporados
em formulacOes sOlidas e semi-solidas [43]; as nanoparticulas lipidicas s6lidas, aplicadas
em formulacdes liquidas, como perfumes [44]; e as particulas poliméricas, incorporadas em
formulacdes aquosas [45].
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4.1 Particulas poliméricas

As particulas poliméricas sdo sistemas carreadores de ativos formados a partir da
polimeraza¢do de mondmeros dispersos ou da precipitacdo de polimeros pré-formados. Sdo
sistemas bastante estudados, dadas as suas aplicacdes na preservacdo de nutrientes,
producdo de firmacos alvo-especificos e liberacdo sustentada de fragrancias [46].

Particulas poliméricas podem ser classificadas de acordo sua composicdo e
organizacdo estrutural em cdpsulas (sistema reservatorio) ou esferas (sistema matricial). As
cépsulas sdo constituidas por um invélucro polimérico disposto ao redor de um nicleo
oleoso, sendo que o ativo pode estar dissolvido neste nicleo e/ou adsorvido a parede
polimérica. Por sua vez, as esferas, que ndo contém uma fase oleosa, sdo formadas por uma
matriz polimérica na qual o ativo encontra-se disperso, podendo ficar retido ou adsorvido
nesta matriz. A formacdo de cdpsulas ou esferas depende do método utilizado para
aprisionamento do ativo, bem como das caracteristicas fisico-quimicas do polimero e do
ativo a ser encapsulado [47].

Assim, o processo de encapsulagdo pode ser definido como uma medida para
aprisionar uma substancia dentro de outra. Usualmente, o ativo encapsulado ¢ denominado
de nidcleo e o material utilizado para o recobrimento, de membrana, formando uma
cépsula [48]. O objetivo principal quando se encapsula um ativo é conferir protecdo e
estabilidade frente condi¢cdes adversas e/ou liberacdo modificada deste ingrediente [49].
Uma drea de crescente aplicagdo € na fabricacdo de aromas e fragrancias, uma vez que é

uma rota acessivel para obtencdo de perfumes mais duradouros [40].

A Figura 5 ilustra o perfil de liberacao de uma fragrancia livre quando aplicada em
um substrato (Curva A). A mesma composi¢do, quando inserida em uma particula
polimérica, tem sua libera¢do sustentada ao longo do tempo, podendo apresentar perfis do
tipo matriz (Curva B) ou do tipo reservatdrio (Curva C) [49]. As perdas dos componentes
de uma fragrancia encapsulada para o ambiente sao menores se comparadas com o material
ndo encapsulado, fazendo com que o odor caracteristico de cada molécula persista por mais
tempo [40].

Polimerizagdo in situ

O método de polimerizacdo in situ € utilizado para producdo de capsulas
poliméricas, no intuito de juntar dois liquidos imisciveis, como dgua e um 6leo essencial ou
fragrancia. Este método baseia-se na polimerizagcdo de mondmeros em uma fase continua
aquosa, contendo o ativo a ser encapsulado. Devido a estabilidade quimica e resisténcia
mecanica dos polimeros formados, os mondmeros mais utilizados na polimerizacao in situ
sdo os adutos de uréia-formaldeido e melamina-formaldeido [50]. As resinas formadas sdo
insoliveis em dgua e, por isso, sdo adequadas a veiculacdo em formulagdes aquosas ou que

contenham detergentes.
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Figura 5. Perfis de liberacdo ao longo do tempo para uma fragrancia pura (A) ou
encapsulada (B e C) a partir de um substrato. As curvas B e C correspondem a um sistema
do tipo matriz (direita, abaixo) e reservatorio (esquerda, acima), respectivamente. Adaptado
de Benita [49] e Bone [51].

O primeiro estudo com a resina polimérica de melamina-formaldeido (M-F) consta
da década de 1940 [52]. A sintese de microcépsulas utilizando este material iniciou-se na
década de 1960 para dispersao de compostos hidrofobicos em dgua [53], e desde a década
de 1990, as cdpsulas de M-F vém sendo utilizadas para liberacado controlada de fragrancias
[54]. Neste campo, sua principal aplicacdo € dada em substratos téxteis, sendo aplicadas
diretamente ou presentes em formulagdes de produtos de limpeza, como lava-roupas e
amaciantes. Recentemente, microcdpulas de M-F contendo perfume foram aplicadas em
formulacdes cosméticas capilares, mostrando também a maior durabilidade da fragrancia
encapsulada no substrato em relagdo ao perfume puro [55].

O procedimento de encapsulacdo de fragrancias em resina de M-F, pelo método de
polimerizacgdo in situ, envolve trés etapas:

Na primeira delas, uma emulsdo da fragrancia é formada por meio de sua mistura
com um tensoativo; o grau de agitacdo e o tipo de tensoativo empregados nesta etapa
influenciam no tamanho das micelas e consequentemente no tamanho e morfologia das
particulas obtidas. Paralela a primeira etapa ocorre a formacdo do aduto de M-F por adi¢do
dos mondmeros de melamina e formaldeido, como mostrado na Figura 6-A, por vezes
chamado de pré-polimero ou pré-condensado de M-F. Nesta etapa, a propor¢ao entre 0s
mondmeros determina o grau de substituicio das moléculas de melamina e a rigidez do
polimero formado [54].

A segunda etapa ocorre apds a mistura da emulsdo com o aduto de M-F, obtidos na
etapa anterior, e se baseia na condensacdo de mondmeros em oligdmeros favorecida pela
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acidificacdo do meio e aumento da temperatura (Figura 6-B). Estes oligbmeros possuem
solubilidade em 4gua limitada e precipitam, recobrindo a interface entre 6leo e dgua. A
velocidade de agitacdo empregada nesta etapa também influencia o tamanho de particula
final [54].
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Figura 6. ReacOes quimicas (esquerda) e representacOes esquemadticas (direita) das etapas
do procedimento de encapsulagdo em resina de melamina formaldeido (M-F) por
polimerizagao in situ. (A) forma¢do do aduto de M-F e mistura com emulsdo contendo 6leo
essencial; (B) formagdo dos oligdmeros e deposi¢do na interface 6leo/agua; e (C) formacao
da resina M-F e formacdo das capsulas. A representa aquecimento durante a reagdo.
Adaptado de Bone e colaboradores [51].
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Por fim, a terceira etapa ocorre com o aumento da temperatura do sistema e
acidificacdo adicional do meio, o que favorece o crescimento do polimero e formacio do
material encapsulado (Figura 6-C).

O método de polimerizacdo in situ € considerado adequado aos fins deste estudo,
uma vez que a reacao de polimerizacido € bem estabelecida na literatura cientifica e ocorre
com facilidade. A obtencdo do polimero M-F ocorre com poucos recursos e em escala
laboratorial. Além disso, o método possibilita a formagdo de cépsulas contendo substancias
apolares e volateis, principalmente dleos essenciais e fragrancias. Por se tornarem rigidas,
estas capsulas possuem aplicabilidade em formulagdes aquosas contendo tensoativos.

Uma das desvantagens desta metodologia € o percentual residual de formaldeido,
proveniente da reacdo de polimerizacdo. Existem estudos cujo objetivo € reduzir esta
quantidade até niveis aceitdveis [56]. A incorporacdo deste tipo de cdpsulas em
formulagdes cosméticas comerciais ainda € um desafio e carece de investigacdo minuciosa
para aprimoramento da metodologia. Por outro lado, vale lembrar que a fragrancia € um
constituinte minoritario dentro de uma formulagdo cosmética destinada ao uso em cabelos,
sendo possivel que os niveis de formaldeido sejam aceitdveis nestas composigcdes.

Este trabalho se baseia na metodologia cldssica de polimeriza¢do in situ para
obtencdo de microcdpsulas contendo 6leo essencial, e se restringe a sua utilizacdo exclusiva
para fins do estudo inicial da interacdo de fragrancias com a fibra capilar, para
posteriormente ser aplicado em formulacdes cosméticas capilares.
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IL. JUSTIFICATIVA

O Brasil € o terceiro maior consumidor de cosméticos do mundo, sendo o segundo
maior mercado de produtos de uso capilar, e o primeiro no consumo de fragrancias [57].
Por isso, € crescente o emprego de produtos naturais e o de fragrancias encapsuladas na
industria cosmética. Neste contexto, inserem-se as novas tendéncias do consumidor: a
busca de multifuncionalidade ao adquirir um produto de tratamento dos cabelos, sendo a
fragrancia um aspecto importante para determinar seu desempenho.

Criagdo de fragrancias

A criacdo de fragrancias para cosméticos de uso capilar ndo € restrito apenas ao
seu custo e viabilidade, mas também a compatibilidade de seus ingredientes com a
composi¢ao na qual estd inserida, bem como a sua capacidade de deposicao e fixa¢do sobre
o cabelo e sua resisténcia aos procedimentos de enxdgue e secagem. A industria de
fragrancias tem realizado continuos esforcos no sentido de maximizar a percep¢ao do
perfume no cabelo pelo consumidor por meio do aumento da deposi¢do da fragrancia no

cabelo [12].

A compreensdo dos possiveis mecanismos de interacdo de uma fragrancia em
cabelos se torna uma ferramenta para criacdo de fragrancias, uma vez que agrega
conhecimento cientifico na obtencdo de fragrancias especificas para uso em cabelos,
gerando produtos cosméticos com melhor desempenho.

Encapsulacdo de fragrancias

A encapsulacdo de ativos tem sido utilizada na industria farmac€utica por muitos
anos para obter liberagdo controlada de farmacos e protecao do ativo contra oxidagao,
degradacdo quimica ou microbiologica [41]. Outra drea de crescente aplicagdo € a
encapsulacdo de aromas e fragrancias, uma vez que se trata de uma rota acessivel para obter
perfumes mais duradouros, além de proteger seus constituintes contra degradacao [40].

A técnica de polimerizagdo in situ tem se mostrado uma via favordvel na
encapsulacdo de Oleos volateis e fragrancias e a obtencdo do polimero M-F ocorre com
poucos recursos e em escala laboratorial [51]. Uma das desvantagens desta metodologia M-
F € o percentual residual de formaldeido, proveniente da reacdo de polimerizacdo. Alguns
estudos tem procurado reduzir a quantidade residual de formaldeido em niveis aceitdveis
para que haja a incorporacdo deste tipo de cdpsulas em formulacdes cosméticas
direcionadas ao consumidor [56]. Portanto, trata-se ainda de um desafio e investigagdes
mais detalhadas precisam ser realizadas. Estes fatos incentivaram o presente estudo que se
baseou na metodologia cldssica de polimerizagdo in situ e se voltou a sua utilizacdo
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exclusiva para fins do estudo inicial da interagdo de fragrancias com a fibra capilar para
posteriormente ser aplicado em formulagdes cosméticas capilares.

Oleos essenciais

Oleos voliteis sio empregados na inddstria, principalmente, como aromas de
produtos alimenticios, fixadores e componentes de fragrancias na industria cosmética, e em
composi¢des farmacéuticas. Dentre os principais 6leos volateis empregados, encontra-se o
6leo essencial de capim-limao (Cymbopogon citratus). Entretanto tem sido demonstrado
que seus constituintes sofrem degradacdo frente a luz e temperatura, podendo perder suas
propriedades odoriferas [30, 31].

A encapsulacdo deste insumo pode, portanto, preservar seus constituintes,
agregando valor frente as suas aplicagdes tecnoldgicas.

Andlises de fragrancias

A liberacao de um perfume a partir de uma matriz biolégica € pouco explorada na
literatura. H4 alguns estudos de persisténcia de fragrancias em pele, mas apenas um
trabalho com cabelos foi encontrado disponivel, além dos trabalhos gerados em nosso
Grupo de Pesquisa [13, 14, 15, 16].

O preparo de amostra por microextracao em fase sélida (SPME) seguido de andlise
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) sdo técnicas
sensiveis na andlise de compostos volateis liberados a partir de matrizes complexas [38].
Entretanto, existe um nimero pequeno de dados na literatura relacionados ao uso destas
técnicas em relagdo a avaliacdo da persisténcia de fragrincias.



19

1. OBJETIVO

Investigar a permanéncia e interagdo de uma fragrancia, em sua forma livre ou
encapsulada, adicionada a formulacdes cosméticas capilares, por meio da andlise de seu
perfil de liberacao a partir de mechas de cabelo.

Inserido neste escopo, a seguinte estratégia foi utilizada para alcancar os objetivos:

e Propor um procedimento para encapsulacdo do 6leo essencial de capim-limao
(Cymbopogon citratus), utilizado como material fragrante.

e Relacionar a liberacdo de perfume, em fung¢do do tempo, com propriedades fisico-
quimicas de seus componentes, em suas diferentes formas (livre ou encapsulada), e
da matriz de aplica¢do utilizada (cabelo).
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IV. EXPERIMENTAL

1. Materiais e reagentes

1.1 Cabelo

Cabelo-padrao Caucasiano virgem de coloracdo castanho claro, com 24 cm de
comprimento foi adquirido da empresa De Meo Brothers, Inc. (Nova York, EUA).

“Cabelo-padrao” ¢ o termo cientifico que designa a mescla uniforme de fios de
cabelo proveniente de seis a oito individuos de mesma populagdo. E considerado “virgem”
o cabelo que ndo tenha sido submetido a nenhum tipo de tratamento prévio, como tinturas,
descolora¢do ou alisamento quimico. Tais procedimentos sdo conhecidos por alterar a
estrutura do fio, o que configuraria uma variante adicional ao estudo.

A utilizagdo deste tipo de amostra possibilita a obten¢do de resultados
estatisticamente reprodutiveis, bem como a comparagdo com dados documentados da
literatura.

1.2 Fragrancia

Oleo essencial de capim-limdo (Cymbopogon citratus, DC. Stapf), obtido por
hidrodestilagao das folhas da planta, foi adquirido da empresa Raizando (Brasil). O estudo
foi realizado a partir do mesmo lote de material.

1.3 Padrées analiticos

Citral, padrao FCC (Food Chemical Codex) com grau de pureza > 95 %, foi
adquirido da BASF Aroma Chemicals (Alemanha). O padrio € constituido de uma mistura
dos isdmeros geométricos cis-citral (neral) e trans-citral (geranial), na propor¢do de 35 e
65 %, respectivamente.

Solu¢do padrdo de n-alcanos, adquirida da Fluka-Sigma-Aldrich (Alemanha),
compreende uma solu¢do em hexano de uma série homoéloga de hidrocarbonetos alifaticos
saturados (Cg—Cy9) em concentragdo aproximada de 40 mg L'l, cada.

Octadecano (C;g), grau de pureza > 98,5 %, também foi adquirido da Fluka-
Sigma-Aldrich (Alemanha).
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1.4 Encapsulagaio

Foram utilizados: mondmero de melamina, teor de 99 %, da Sigma-Aldrich
(Alemanha); e solucio de formaldeido, teor de 37-38 % estabilizada com 10 % de metanol,
da Merck Chemicals (Alemanha).

1.5 Outros reagentes

Foram empregados como tensoativos das formulagdes: Tween-20 (INCI:
Polysorbate-20) (Croda, Brasil); dodecil sulfato de sédio (SDS), grau de pureza > 99,0 %,
adquirido da Merck KGaA (Alemanha); e brometo de hexadecil trimetil amonio (CTAB),
grau USP (teor aproximado de 99 %), da Sigma-Aldrich (Alemanha). Todos estes reagentes
foram utilizados sem purificacao adicional.

Para ajuste de pH foram utilizados acido citrico anidro P.A. (= 99, 5 %) (Synth,
Brasil); e hidroxido de sodio (= 98 %) (Sigma-Aldrich, Suécia)

1.6 Outros materiais

As amostras para andlises cromatograficas foram preparadas em vials
(V=1,5 mL), suportes e inserts ndo reutilizdveis. As coletas de volateis foram conduzidas
em vials com dimensdes de 10 cm H (altura) x 2,5 cm @ (didmetro).

Vials, béqueres, Kkitassatos, erlenmeyers, cadinhos tipo Gooch e baldes
volumétricos foram previamente lavados com solu¢do de SDS (2 % m/m) e enxaguados
exaustivamente com agua corrente morna (T = 38 °C), seguido de enxdgue com &4gua
destilada e alcool etilico anidro comercial (99,5 °INPM), nesta ordem. As vidrarias
empregadas na etapa de encapsulacdo e aquelas utilizadas nas formulacdes passaram pela
etapa adicional de lavagem com solu¢do sulfonitrica. Todos os materiais, com excec¢ao
daqueles considerados volumétricos, foram secos em estufa (T = 110 °C) utilizada
exclusivamente para esta finalidade.

2. Equipamentos

2.1 Coleta de voldteis

Foi empregada uma fibra apolar para microextragdo em fase sélida (Supelco,
Sigma Aldrich, Alemanha) de silica fundida revestida com resina de polidimetil siloxano
(PDMS) (2 = 100 um, L = 1 cm), compativel com analitos de massa molecular entre 60 e
275 Da. A fibra foi acoplada a um suporte para amostragem manual (Supelco, Sigma
Aldrich, Alemanha).

As amostras foram mantidas em banho termostatico com circulacio interna de
agua e ajuste de temperatura.
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2.2 Analises cromatogrdficas

Foi utilizado um cromatégrafo gasoso (SHIMADZU, modelo QP2010 Plus, Japao)
acoplado a um detector de massas (SHIMADZU, Varian Saturno 2000, Japdo) e injetor
automdtico com amostrador (SHIMADZU, AO20i+S, Japao), localizado no Departamento
de Biologia Vegetal do Instituto de Biologia da UNICAMP. O equipamento possui uma
coluna cromatografica com fase estaciondria DB-5 (Durabond) com 30 m de comprimento
x 0,25 mm de espessura de filme x 0,25 um de revestimento.

A andlise dos dados foi feita com auxilio do software “GCMS Analysis”
(SHIMADZU, Versao 2.50 SU3, ano 2007) que inclui a base de dados de espectros de
massas de compostos organicos NIST 05.

2.3 Ensaios com microparticulas

Se ndo indicado de outra forma, os ensaios com as microparticulas foram
realizados no Laboratério de Fisico-Quimica Aplicada do Instituto de Quimica da
UNICAMP, supervisionado pela Profa. Dra. Inés Joekes (in Memoriam).

Foi empregado um homogeneizador Ultra-Turrax® (Modelo T18 basic, IKA) com
ajuste de velocidade de agitacao entre 6000 e 24000 rpm. O equipamento foi acoplado a um
elemento dispersante (S18N-19G, IKA) (Zestator = 19 mm, @410 = 12,7 mm) com capacidade
para gerar emulsdes com tamanho de particulas entre 1-10 um.

Banho metabdlico tipo Dubnoff com agitagdo reciprocante (Nova Técnica) com
ajustes de agitacao e temperatura foi utilizado durante o procedimento.

pHmetro (Modelo PHS-3B, pH-TEK) acoplado a eletrodo (Modelo E-900) e
termostato foi utilizado para aferir o pH do meio.

Centrifuga Excelsa II (206 BL, Fanem®), com controle de tempo e velocidade de
agitacdo, foi utilizada para precipitar as particulas.

Micrografias de luz foram obtidas com Estéreo-Microscépio (Leica MZ12.5)
acoplado a camera digital (Nikon, modelo PXM-1200F). As imagens foram analisadas por
meio do software MetaVue (Versao 6.3r4, ano 2001).

As medidas de difracdo de laser foram realizadas no Instituto de Quimica da
UNICAMP, no laboratorio de Fisico-Quimica, com supervisdo do Prof. Dr. Celso Bertran.
Foi utilizando um analisador de tamanho de particula Mastersize 2000 (Malvern®), com
capacidade de medida entre 0,02 — 2000 um de diametro. As condi¢des de operacdo foram:
andlise por espalhamento de Mie, taxa de aquisicdo de 1 kHz, feixe de luz vermelha de
Hélio e Neo6nio (632,8 nm, max. 4 mW), feixe de luz azul de LED (470 nm, max. 0,3 mW).
Os dados foram analisados em software 21 CFR (part 11).
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Micrografias eletronicas foram adiquiridas no Departamento de Microscopia
Eletronica do Instituto de Biologia da UNICAMP. As amostras foram fixadas nos porta-
amostra metdlicos do tipo stubs previamente limpos com acetona, utilizando-se fita adesiva
de cobre dupla-face. Os stubs contendo as amostras foram recobertos com fina camada de
ouro, por meio do método de “Sputtering”, utilizando-se um Sputter coater (SCD-050,
Balzers). As micrografias foram obtidas em um microscépio eletronico de varredura
(MEV) (5800LV, Jeol), operando a 10 kV na modalidade SEI (elétrons secundérios),
capturadas com camera digital e transferidas para computador com auxilio do software da
Jeol.

3. Métodos

3.1 Andlises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS)

Condigoes cromatogrdficas:

A taxa de aquecimento da coluna foi ajustada de modo a obter boa resolugao dos
picos, baseada na seguinte rampa: 60 °C mantidos por 1 min, seguidos de uma taxa de
6 °C min™ até atingir 180 °C. Em seguida a taxa de aquecimento foi de 15 °C min™ até
220 °C, mantendo-os por mais 1 min. Hélio foi utilizado como gas de arraste com fluxo de
1,5 mL min™ e a temperatura do injetor foi de 250 °C.

Condigoes do espectrometro de massas:

Foi utilizado o detector de captura idnica, operando com energia de impacto de
70 eV, a uma temperatura de 250 °C. Foram detectados os picos a partir de 3,5 min de
corrida cromatografica, a fim de que se evitasse a satura¢do do detector com o solvente.

Verificagcdo da metodologia analitica:

Para garantir que a metodologia atenda as exigéncias de suas aplicagdes analiticas
e assegurar a confiabilidade dos resultados, ela deve cumprir com um conjunto de
parametros especificos [58]. Os ensaios para determinagdo destes parametros encontram-se
detalhados no Anexo 1.

3.2 Caracterizacdo dos constituintes voldteis do dleo essencial

Preparo de amostra:

Uma aliquota de 0,5 pL de 6leo essencial foi diluida em 100 pL de n-hexano em
vials para analise cromatografica. As andlises foram realizadas em modo
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particionado (splif) 1:100 v v a partir da inje¢do de 1,0 uL de amostra e analisados de
acordo com o item 3.1 deste capitulo.

Andlise qualitativa:

Foi empregado o indice de retencdo (/R), obtido a partir da injecdo do padrdo
analitico de n-alcanos (Cs—Cy) sob as mesmas condi¢des cromatograficas descritas no
item 3.1 deste capitulo. IR € o valor numérico relativo ao tempo de retencdo (7R) do
componente de interesse com os tempos de retencdo de uma série homdloga de misturas de
hidrocarbonetos lineares, facilitando a identificacdo dos componentes do dleo essencial. O
cromatograma tipico do padrdo de n-alcanos obtido se encontra no item 1 do Anexo 2
(Cromatogramas). O calculo foi realizado por interpolacdo a partir da equacdo de van den
Dool e Kratz [59]:

IR = 100i [TR - TR
TR,

+1 E ao 1
. TRA] 00N quagao

onde: /R = indice de retencdo; TRx = tempo de retencdo do composto de interesse;
TR4y = tempo de retencdo do alcano que elui antes do composto de interesse;
TRp = tempo de retencao do alcano que elui depois do composto de interesse; i = diferenca
do nimero de carbonos entre os alcanos que eluem depois e antes (normalmente igual a 1);
N = ndmero de carbonos do alcano que elui antes do composto de interesse.

O indice de retencdo calculado e o espectro de massas para cada componente
foram comparados com os dados: da literatura, do banco de dados do equipamento (NIST
05) e de biblioteca digital (NIST Web Book) [60, 61].

Andlise semi-quantitativa:

A propor¢ao dos constituintes foi obtida por normalizagdo de areas, por meio de
integragdo manual e automatica dos picos cromatograficos.

3.3 Obtencdo do éleo essencial encapsulado

A encapsulacdo do Oleo essencial foi realizada com envoltorio de melamina-
formaldeido (M-F) pelo método de polimerizagdo in situ. O procedimento incluiu a sintese
da solu¢do com pré-condensado, preparacdo de uma emulsdo contendo o ativo a ser
encapsulado, e a formacdo do material de parede. Este procedimento foi baseado em
experimentos preliminares adaptados de metodologias documentadas na literatura [62, 63].
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Pré-condensado:

Aliquotas de 5,05 g de melamina (M) e 9,74 g de solu¢do de formaldeido a
37 % (F) foram pesadas e diluidas com dgua destilada para 200,00 g de solucido, resultando
em uma concentracio dos reagentes de 0,2 e 0,6 mol kg™, respectivamente (razdo molar
M:F de 1:3). O pH da mistura foi ajustado para 8,8 = 0,1 com solucio de NaOH a
0,5 mol L™. A suspensdo foi aquecida em chapa de aquecimento (+ 88 °C) e mantida em
agitacdo mecanica até que uma solugdo limpida fosse obtida.

Ap6s atingir temperatura ambiente, o pH da soluc¢do foi novamente ajustado para
8,8 £ 0,1 e a amostra foi armazenada em geladeira (= 4 °C) por, no maximo, quatro dias.

Emulsdo:

Duas emulsdes foram formuladas: 10,00 ou 20,00 g de 6leo essencial de capim-
limdo e 30,00 g de Tween-20 foram pesados e diluidos com dgua destilada para 200,00 g de
solu¢do, resultando em concentracdes de 5 e 10 % m/m de Sleo essencial, respectivamente.
Inicialmente, o tensoativo foi diluido em metade da quantidade de dgua, seguido da adicao
da fragrancia e, por fim, do restante de 4gua. Esta mistura inicial foi homogeneizada em
Ultra-Turrax a 10000 rpm, durante 10 min.

Polimerizacdo in situ:

Em erlenmeyers de 50 mL, adicionou-se a emulsdo a solu¢cao de pré-polimero, na
propor¢ao de 1:1, e o pH da mistura foi ajustado para 8,0 £ 0,1. A reacdo ocorreu sob
agitacdo, em um banho termostéatico tipo Dubnoff. Inicialmente, a temperatura das amostras
foi mantida a 50 °C, durante 2 h, e o pH foi ajustado para 6,5 + 0,1, a fim de que houvesse a
deposicdo do pré-condesado. Em seguida, a temperatura foi aumentada para 65 °C,
mantendo-a por mais 2 h, e o pH foi ajustado para 5,0 + 0,1, para que houvesse reticulagao
(crosslink) do polimero.

Para investigacdo deste procedimento, foram avaliados os seguintes parimetros:
agitacdo, velocidade de acidificagdo do meio e propor¢do de Oleo essencial, conforme
mostrado na Tabela 2. Agitacdo e influéncia do pH foram avaliados concomitantemente em
relacdo ao didmetro e morfologia das particulas obtidas, enquanto que a quantidade de dleo
essencial foi avaliada em relacdo a porcentagem de encapsulacdo. Os ensaios foram
realizados em triplicata.
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Tabela 2. Varidveis avaliadas durante a reacdo de polimerizacdo in situ para obtencdo de
6leo essencial de capim-limao encapsulado em polimero de melamina-formaldeido.

Avaliaca
Variaveis Valores valiagao
Agitacao: Lenta Répida
0,25 unidades de 1,5 unidades de ~ Didmetro e morfologia
Acidificacio do pH a cada 20 pH no inicio de das particulas
meio: minutos de cada etapa de
reacao reacao

Proporcao de dleo
essencial 2,5 5,0
(% m/m):

Porcentagem de
encapsulacdo

As suspensdes obtidas foram filtradas em cadinho de vidro do tipo Gooch com
placa porosa (N° 4, ASTM). O material retido foi enxaguado duas vezes com 4gua
destilada, seguido de enxdgue com solugdo de etanol a 30 % m/m, para remover resquicios
de material nao encapsulado. Apds estes procedimentos, as cdpsulas, que apresentavam
coloragao amarelada semelhante a do 6leo essencial, tornaram-se de coloracdo branca,
indicando a remog¢do de excesso de 6leo essencial ndo encapsulado.

As particulas foram secas em dessecador contendo silica gel e pentéxido de
fosforo (UR = 0 % [64]) por 24 horas, tempo necessdrio para que se obtivesse massa
constante. As amostras foram armazenadas em frascos ambar hermeticamente fechados e
mantidas em geladeira (= 4 °C) durante o estudo.

3.4 Caracterizacdo das particulas obtidas e percentual de encapsulagdo

Morfologia:

Analise visual: apds o término da reacdo de formagdo das particulas, uma aliquota
homogénea da suspencdo foi coletada e adicionada em tubos de ensaio do tipo Falcon
(V = 10 mL). Os tubos foram mantidos a temperatura ambiente e no final de
24 h avaliou-se a formacdo de precipitados.

Microscopia Optica: uma aliquata de 0,1 g de particulas secas foram
ressuspendidas em 10,0 mL de dgua destilada. 5 pL desta suspensdo foram adicionados em
laminas de vidro para microscopio. As micrografias de luz foram obtidas nos modos de luz
transmitida e refletida e as particulas foram analisadas quanto a morfologia.

Microscopia eletronica de varredura (MEV): as imagens por MEV foram obtidas
por meio da pulverizacdo de uma pequena quantidade de particulas sobre os stubs
metalicos, previamente recobertos com fita adesiva de cobre dupla face. O material a ser



28

analisado ficou retido na face exposta da fita adesiva e o excesso ndo fixado foi retirado
com auxilio de uma pera de succdo. Foi realizada a verredura de toda a amostra e as
imagens adquiridas foram representativas do todo.

Tamanho de particula:

O diametro das particulas secas ressuspendidas foi obtido por difracdo de laser. O
grau de obscuracdo do /aser foi maior que 10 % em todas as medidas. O indice de refra¢dao
de referéncia para a resina polimérica melamina-formaldeido utilizado para as andlises foi
de 1,53 [65] enquanto que o indice de refracdo do material dispersante foi o da dgua
destilada (1,00).

Percentual de encapsulagdo:

Com a finalidade de determinar a quantidade de O&leo essencial que foi
encapsulado, o conteddo das particulas secas foi extraido em solvente organico, seguido de
andlise quantitativa por GC-MS — de acordo com o tépico 3.1 deste capitulo.

A quantificacdo ocorreu a partir de uma curva analitica construida com padrdo de
citral. Além disso, foi utilizado o padrdo interno octadecano, a fim de corrigir erros de
injecdo e aperfeicoar a etapa de quantificagdo. Diferentes concentragdes de citral foram
diluidas em 100 puL de hexano; aos vials, foi adionada solu¢do de octadecano em hexano

025 ug g™).

A Figura 7 mostra a curva analitica construida a partir da razao das areas dos picos
de citral e do pico de octadecano, em funcdo das concentra¢des conhecidas de citral
presentes nas amostras.

A extragdo do conteido das cdpsulas deu-se da seguinte forma: uma aliquota de
10,0 mg das particulas filtradas e secas, formuladas com 2,5 ou 5,0 % de 6leo essencial,
foram adicionados em tubos de ensaio contendo 2,00 mL de hexano. Os tubos de ensaio
foram mantidos em banho sonicador a fim de que as cdpsulas fossem rompidas e o
conteido interno migrasse para o solvente. As amostras foram centrifugadas para
precipitacdo das particulas em suspensdo. Uma aliquota de 100 pL do sobrenadante foi
diluida em 2,00 mL de hexano e adicionou-se o padrdo interno (0,25 ug g™'). Apés esta
etapa, as amostras foram injetadas em cromatdgrafo a géas.

A eficiéncia do procedimento de extracdo foi verificada ao longo do tempo de
sonicacdo das particulas sintetizadas com 5,0 % de 6leo essencial, como mostrado na
Figura 8. Vé-se que a razdo entre as areas dos picos de citral e octadecano estabilizaram-se
a partir de 30 min de sonicagdo, indicando a extragdo do contetido das capsulas. Entretanto,
o erro experimental das triplicatas cai em fun¢do do tempo de extragcdo. Por isso, o tempo
de 90 min foi empregado na extragdo das demais particulas para a determinagdo do
contetddo encapsulado.
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Figura 7. Curva analitica da razdo de dreas cromatogréaficas entre os picos de citral e o pico
de octadecano em func¢do de concentragdes conhecidas de padrao de citral, utilizada para
quantificacdo de 6leo essencial encapsulado.
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Figura 8. Perfil de extracdo das capsulas contendo O6leo essencial de capim-limdo
relacionando razio de dreas cromatograficas entre os picos de citral e o pico de octadecano
em funcdo do tempo de sonicacao das particulas em hexano.
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O percentual de encapsulacdo foi obtido utilizando a equagdo da regressao linear
apresentada na Figura 7, considerando-se as dilui¢des realizadas para andlise das amostras.
O rendimento do processo, R(%), por sua vez, foi calculado a partir da Equacgao 2.

Qenca suilaao
R(%)= #’d x100 Equagio 2
inicial

onde: Q = quantidade de 6leo essencial.

3.5  Formulagdes

Com a finalidade de avaliar o perfil de liberacdo de fragrancia a partir de mechas
de cabelo, bem como estabelecer os parametros de andlise, foram realizadas formulacdes de
xampu e condicionador sem enxdgue (ou leave-on). Como fragrancia, foram utilizados:
padrao analitico de citral, 6leo essencial de campim-limao puro, ou na forma encapsulada,
em diferentes concentragdes, como mostrado na Tabela 3. Os ingredientes volateis foram
adicionados a solugdes de tensoativos anidnico (SDS, em xampu) e catidnico (CTAB, em
leave-on), ambos a concentracdo de 2,0 % m/m e os frascos agitados manualmente.

As formulacdes contendo O6leo essencial ou citral apresentaram limpidez,
indicando que a concentracdo de tensoativo utilizada foi suficiente para dissolver a
fragrancia. As formulacdes contendo o dleo essencial encapsulado apresentaram turbidez,
devido ao espalhamento de luz provocado pelo material particulado.

Tabela 3. Ingredientes empregados como fragrancias nas formulagdes base de xampu e
condicionador sem enxdgue, e faixas de concentracdo utilizadas.

Faixa de
Formulacao Base Fragrancia concentracao
(% m/m)
Citral (FCC) 0,063 — 1,00
Oleo essencial de 0.5
Xampu SDS a 2,0 % m/m capim-limao ’
Oleo essencial gsp 0,25 de 6leo
encapsulado essencial
Citral (FCC) 0,006 - 0,10
Condicionador Oleo essencial de 0.10
sem enxague CTAB a 2,0 % m/m capim-limao ’
(leave-on) Oleo essencial gsp 0,10 de 6leo

encapsulado essencial
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3.6 Cabelos

Preparo das amostras:

Os cabelos foram separados manualmente em mechas de 0,57 + 0,01 g, presos por
abracadeiras de poliamida.

Limpeza das mechas:

Este procedimento teve por finalidade a remog¢do de impurezas depositadas sobre
os fios — seja por residuos cosméticos, seja por sujidades adquiridas do
ambiente —, de modo a se minimizar a extracdo significativa de componentes da fibra

capilar. Este tipo de procedimento ¢ empregado em trabalhos da literatura cientifica e
também por nosso Grupo de Pesquisa [66].

O pré-tratamento consiste na aplicacdo de uma solugdo aquosa de tensoativo
anionico (SDS a 2,0 % m/m) na propor¢ao 1:1 (massa de cabelo:volume de solucdo m/v) e
friccdo do fio por meio de massagem digital, simulando uma aplicagdo cosmética.

O ensaio foi realizado individualmente utilizando luvas vinilicas, como segue: 1.
Molhamento da mecha em 4gua corrente (= 40 °C, 30 s, vazao =~ 50 mL s']). O excesso de
dgua foi retirado com os dedos; 2. Aplicacdo da solucdo de SDS na mecha com auxilio de
uma pipeta automdtica; 3. Massagem digital por 30 s no sentido raiz-ponta da mecha; 4.
Enxdgue da mecha por 2 min em dgua corrente (~ 40 °C, ~ 50 mL s™') para retirar os
residuos de tensoativo. Apds este procedimento, as amostras de cabelo foram secas ao ar e,
em seguida, mantidas em um dessecador contendo solucdo saturada de NaBr
(UR =58 % [64]).

Aplicagdo das formulacoes:

Todas as formulagdes descritas na Tabela 3 foram diluidas na propor¢ao de 1:1
com 4gua destilada. Aliquotas de 100 pL foram depositadas nas mechas de cabelo com
auxilio de uma pipeta automatica.

As formulacdes de xampu foram aplicadas por meio de massagem digital, de
maneira semelhante ao ensaio de limpeza das mechas. Realizou-se a massagem no sentido
raiz-ponta nas mechas de cabelos previamente limpas por 1 min, enxaguando-se em
seguida por 30 s em 4gua corrente, a temperatura ambiente (=~ 20 °C, ~ 50 mL s™).

As formulacdes de condicionador sem enxdgue foram aplicadas individualmente
com auxilio de uma pipeta automdtica, no sentido raiz-ponta, ao longo das mechas lavadas
com formulagcdo de xampu ndo contendo fragrancia (Tabela 3), simulando uma aplicacdo
cosmética. Algumas mechas, tratadas com condicionador sem enxdgue contendo Gleo
essencial encapsulado como fragrancia, foram penteadas cinco vezes antes de cada
amostragem, a fim de se verificar a ocorréncia do rompimento das capsulas. O penteamento
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foi realizado com um pente de polipropileno por ser o mais comumente utilizado. Um
grupo controle, o qual ndo foi submetido a penteamento prévio as amostragens, também foi
realizado.

3.7 Perfis de liberacdo

As substancias voléteis de 6leo essencial de capim-limao, provenientes das mechas
de cabelo, foram avaliadas ao longo do tempo neste estudo. A amostragem ocorreu a partir
do headspace de vials fechados e limpos contendo as amostras de interesse, por meio de
microextracdao em fase sélida (SPME).

Coleta dos voldteis:

Amostragem de headspace por SPME € uma técnica de preparo de amostra que
utiliza uma fibra revestida como fase estaciondria, capaz de sorver moléculas organicas
presentes no headspace de um espago confinado. Os volateis sdo concentrados até que seja
alcancado um equilibrio quimico entre as trés fases presentes no sistema: amostra (fase
liquida ou soélida), headspace (fase gasosa) e a fibra (fase solida) [38]. Parametros como
tempo de repouso da amostra dentro do vial, temperatura de amostragem e tempo de
contato da fibra com a amostra influenciam no tempo de equilibrio e, portanto, no método
de amostragem. Estes parametros foram considerados neste estudo.

Os vials contendo as amostras de interesse foram encaixados em uma placa de
isopor com aberturas na largura dos vials, de modo que ficaram presos pela tampa. A placa
de isopor contendo os vials fechados foi armazenada em banho termostatico
(38 £ 1 °C) durante 10 min. Apds este periodo, a fibra de PDMS foi introduzida na amostra
para concentragdo dos volateis.

Nestes ensaios, foram consideradas como branco as amostragens de vials vazios
submetidos as condi¢des anteriormente descritas, bem como controles contendo mechas
tratadas com formula¢des sem fragrancia. Os cromatogramas tipicos obtidos nestes ensaios
encontram-se no item 2 do Anexo 2 (Cromatogramas).

Determinagdo do tempo de equilibrio:

A fim de se verificar o tempo necessario de amostragem para que fosse alcancado
o equilibrio entre os volateis presentes no headspace da amostra e a fibra de PDMS, variou-
se o tempo de exposi¢do da fibra nas mechas de cabelo tratadas com as formulacdes de
xampu ou condicionador sem enxdgue que continham padrdo de citral como fragrancia.
Duas concentracdes distintas foram empregadas para cada formulacdo, a fim de verificar se
havia saturacdo da fibra, como mostrado na Tabela 4.

Os tempos de equilibrio para as formulacdes testadas podem ser vistos na Figura 9.
Vé-se que 5 e 8 minutos de exposicdo da fibra foram necessarios para atingir o equilibrio
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entre as fases, nas mechas tratadas com xampu e condicionador sem enxague,
respectivamente. Ainda, vé-se que ndo houve saturacdo da fibra, uma vez que hd duas
concentragdes de equilibrio, uma para cada concentracdo de citral utilizada.

Tabela 4. Varidveis avaliadas na verificacdo do tempo de equilibrio para técnica de
microextragdao em fase sélida (SPME).

Concentracoes de citral Tempos de exposicao da

Formulagao (% m/m) fibra (min)
Xampu 0,063 € 0,250
i 0,1,3,4,5,8 10, 11e 12
Condlczorfador sem 0,025 € 0,100
enxdgue
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Figura 9. Area cromatogrifica dos picos de citral em fungio do tempo de exposicio da fibra
de extracdo ao headspace das mechas de cabelo tratadas com: A. Xampu contendo citral a
0,063 % (®) ou a 0,250 % (m) como fragrincia. B. Formula¢do sem enxdgue contendo
citral a 0,025 % (®) ou a 0,100 % (m) como fragrancia. Dados obtidos com triplicata de
amostra. Temperatura de extragao: 38 °C; tempo de repouso das amostras: 10 min.

Perfil de extragdo:

O ensaio de perfil de extracdo teve por finalidade estabelecer a faixa de
concentragdo de amostragem adequada a andlise por SPME, avaliando-se a resposta da
técnica frente a diferentes concentragdes de analitos. Do mesmo modo que no ensaio do
tempo de equilibrio, diferentes concentracdes de citral em xampu e condicionador sem
enxague foram utilizadas neste ensaio, como € mostrado na Tabela 5. As concentracOes de
citral verificadas foram pré-determinadas levando-se em conta a faixa usual de
concentracdo empregada para fragrancias nestes tipos de formulagdes, de acordo com
Salvador e Chisvert [67].
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Tabela 5. Varidveis avaliadas na verificacdo do perfil de extracdo para técnica de
microextracdo em fase sélida (SPME).

Concentracoes de citral Tempo de exposicao da

Formulagao (% m/m) fibra (min)
Xamon 0,000: 0,063: 0,125 0,250: 5
P 0,500: 0,750: 1,000
Condicionador sem 0,000; 0,006; 0,013; 0,025; ]

enxdgue 0,050; 0,075; 0,100

A Figura 10 mostra os perfis de extracdo em fun¢do da concentragdo de citral para
formulacdes de xampu e condicionador sem enxdgue. Vé-se que, em ambas as situacdes, a
faixa de concentracdo utilizada se ajustou ao modelo linear, mostrando-se adequada as
andlises de perfil de liberacdo, uma vez que dreas cromatograficas distintas puderam ser
atribuidas a diferentes concentragdes dos analitos nos headspaces das amostras.
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Figura 10. Area cromatogréfica dos picos de citral em funcdo da concentracio de citral nas
formulacdes (% m/m) de xampu (A) e condicionador sem enxdgue (B) apds aplicacdo em
mechas de cabelo, amostragem por SPME seguida de dessor¢do em cromatdgrafo gasoso, e
andlise por GC-MS. Dados obtidos com triplicata de amostra. Tempo de exposic¢ao da fibra:
S min (A) e 8 min (B); temperatura de extracio: 38 °C; tempo de repouso das amostras: 10
min.

Andlise do perfil de liberagdo de fragrancia:

Os headspaces das mechas tratadas individualmente com formula¢do de xampu ou
condicionador sem enxdgue, contendo 6leo essencial de capim-limdo puro ou encapsulado
como fragrancia (Tabela 3) foram amostrados por SPME de acordo com os parametros
estabelecidos. Realizaram-se amostragens imediatamente apds o tratamento das mechas
(tempo zero) e também 0,5; 1,0; 3,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 12,0 h apds a aplicagdo das
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formulagdes. Durante o ensaio, as mechas foram armazenadas em atmosfera isolada com
temperatura e umidade relativa controlados (7'=23 °C e UR = 58 % [64]).

As curvas de perfil de liberacdo foram construidas individualmente para os
componentes do 6leo essencial a partir da drea cromatografica, obtida por integracdo dos
picos. Para cada curva de perfil de liberacdo, as amostragens foram tomadas a partir da
mesma mecha de cabelo. Mechas tratadas com formula¢des sem fragrancia foram utilizadas
como controle, assim como headspaces de vials sem amostras de cabelo foram amostrados
como “branco” dos experimentos. Os ensaios foram realizados em triplicata de amostra e os
cromatogramas tipicos apresentados nos ensaios de perfil de liberacdo sdao apresentados no
item 2 do Anexo 2 (Cromatogramas).

Microscopia eletronica de varredura (MEV):

As mechas tratadas com a formulacdo de condicionador sem enxdgue contendo
6leo essencial encapsulado como fragrincia foram analisadas por MEV. As imagens foram
obtidas por meio de fixacao de 12 fios de cabelos sobre os stubs metélicos, previamente
recobertos com fita adesiva de cobre dupla face. Os ensaios foram realizados apds trés
horas de aplicacao das formulacdes, sendo que parte das mechas tratadas foi penteada com
pente de polipropileno por 15 vezes. Para fins de comparagado, fios de cabelo ndo tratados
foram utilizados como controle. Foi realizada a verredura de toda a amostra e as imagens
adquiridas foram representativas do todo.
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V. RESULTADOS

Os resultados obtidos estdo apresentados de modo a racionalizar os diferentes
fendmenos e processos envolvidos neste estudo.

Inicialmente apresentamos o estudo de encapsulacio do O6leo essencial de
capim-limao (Cymbopogon citratus), que constituiu uma etapa prévia a investigacao de sua
interacdo com a fibra capilar.

Assim como as fragrancias, um O6leo essencial é uma mistura complexa de
substancias volateis, que conferem ao insumo seu odor caracteristico. Para compreensao
desta propriedade — que € explorada neste estudo —, mostramos a caracterizagdo dos
constituintes do dleo essencial, de sua fracao volatil e de sua porcdo encapsulada.

Por fim, apresentamos os perfis de liberagao do 6leo essencial puro e encapsulado,
que ajudam a compreender a interacao entre as substancias odoriferas e o fio de cabelo.

1. Obtencao do 6leo essencial encapsulado

O procedimento de polimerizacdo in situ envolveu trés etapas, conforme discutido
no capitulo I deste trabalho: na primeira delas, uma emulsdao do perfume foi formada por
meio de sua mistura com um tensoativo. Paralelamente, ocorreu a formac¢do do pré-
condensado, a partir dos mondmeros de melamina (M) e formaldeido (F). A segunda etapa
ocorreu apds a mistura dos produtos obtidos na etapa anterior, e se baseou na precipitacao
do pré-polimero, que recobre a interface entre 6leo essencial e 4gua por meio de alteracio
no pH e temperatura. Por fim, a terceira etapa constituiu a reticulacdo (ou crosslink) do
polimero, por meio de aumento da temperatura do sistema, o que promoveu a formagao das
céapsulas.

Ensaios exploratérios foram realizados, baseando-se em metodologias de
encapsulacdo por polimerizacdo in sifu descritas na literatura [62, 63]. Adicionalmente,
alguns parametros criticos do processo foram avaliados.

Segundo Hwang et al. [68], a velocidade de agitacdo durante a encapsulacdo de
fragrancias por polimerizagdo in situ estd inversamente correlacionado com o tamanho de
particula obtido no processo. Assim, a velocidade de agitacdo empregada durante a etapa de
polimerizacio foi variada entre 50 e 150 oscilagdes min™', sendo investigada a influéncia
deste parametro no tamanho e morfologia das particulas obtidas.

A reacdo de polimerizagdo in situ € dependente do aumento da temperatura e
reducdo do pH do meio para que haja reticulagdo do polimero e, consequentemente, a
formagdo das capsulas [69]. Oleos essenciais sdo constituidos por substincias volateis;
assim, a temperatura utilizada durante o processo de reticulacido (65 °C) pode gerar perda
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dos constituintes mais volateis, que € dependente do tempo de exposicdo. A velocidade de
acidificacdo do meio reacional torna-se fator limitante no tempo de reacdo e, assim, no
tempo em que o Oleo essencial estard exposto a temperatura elevada. Dessa forma, a
velocidade de acidificacdo também foi avaliada em funcdo da morfologia e didmetro das
particulas.

Os parametros morfologia e tamanho de particula foram investigados a partir de
quatro ensaios distintos, mostrados na Tabela 6. Um controle, constituido do meio reacional
excluindo-se a adicdo de emulsio ou O6leo essencial, foi utilizado para todos os
procedimentos, mas em todos os casos nao houve a formacdo de cdpsulas.

Tabela 6. Varidveis do processo de encapsulacdo do dleo essencial de capim-limao (C.
citratus), empregadas na andlise de morfologia e tamanho de particula para os ensaios
A, B, CeD.

. Velocidade de agitacao Decaimento de pH em func¢ao do tempo
Ensaio o~ . -1 ~ .
(oscilacoes min™) de reaciao (min)
A 50 0,25 unidades a cada 20 min
B 150 0,25 unidades a cada 20 min
C 50 1,5 unidades no inicio de cada etapa de
reacio
D 150 1,5 unidades no inicio de cada etapa de

reacao

A concentracdo de 6leo essencial utilizada nos ensaios A, B, C e D foi de 2,5 % m/m.

Por fim, diferentes proporcdes entre o pré-condensado de M-F e o teor de dleo
essencial (2,5 ou 5,0 % m/m) foram investigadas em funcdo da porcentagem de
encapsulagdo, i.e., a quantidade de 6leo essencial internalizada nas cdpsulas formadas.

O mecanismo de microencapsulacido por polimerizacao in situ encontra-se bastante
elucidado na literatura cientifica. Os parametros e os valores designados foram
estabelecidos por apresentarem resultados relevantes em termos de encapsulacdo e
passiveis de comparagdo. Apresentamos, aqui, as diferengas morfoldgicas, de didmetro e de
rendimento do processo dos produtos obtidos, em funcdo da variacdo dos parametros
reacionais a luz do entendimento deste mecanismo.

Neste estudo, convencionou-se que o decaimento de pH reacional, em 0,25
unidades a cada 20 min, ou em 1,5 unidade ajustada no inicio da reacdo, fossem tratados
como decaimentos gradual ou abrupto, respectivamente.

1.1 Morfologia

A morfologia do produto obtido por polimerizacao in situ pode ser modulada por
alguns parametros reacionais, ja descritos na literatura, como velocidade de agitacao,
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propor¢do entre mondmeros € material a ser internalizado e temperatura empregada durante
a encapsulacdo [50, 52]. Neste estudo, a morfologia dos produtos obtidos foi avaliada
visualmente, e também por meio de meio de técnicas de microscopia Optica e eletrOnica. A
andlise morfoldgica foi realizada com os quatro ensaios descritos na Tabela 6, variando-se
parametros reacionais durante a formacgao das particulas.

Andlise visual

A andlise visual de um sistema pode fornecer informagdes acerca de suas
propriedades e dimensdes. Ao final da reacdo de polimerizacdo, os produtos apresentavam
aparéncia leitosa tipica de uma suspensdo de particulas. Estas suspensdes permaneceram
em repouso para que seu comportamento pudesse ser observado.

A Figura 11 mostra o aspecto das supensdes obtidas nos ensaios A, B, C e D,
apresentados na Tabela 6, apds permanecerem 24 horas em repouso. Visualmente, nota-se
que as suspensdes obtidas nos ensaios C e D apresentaram quantidade de precipitados
considerdvel, sendo mais evidente no ensaio C. Os ensaios obtidos com acificagao suave do
meio apresentaram pouco (ensaio A) ou nenhum precipitado (ensaio B).

A B C D

Figura 11. Aparéncia das suspensdes contendo particulas de resina de melamina-
formaldeido contendo Oleo essencial de capim-limdo encapsulado, obtidas por
polimerizagdo in situ, variando-se parametros reacionais (vide Tabela 6).

A ocorréncia de precipitado nos ensaios C e D mostra a influéncia da forca
gravitacional sobre as particulas formadas nestes ensaios, sugerindo a formacdo de
aglomerados ou particulas maiores, quando se compara com os ensaios A e B. Nota-se,
ainda, que ao aumentar a velocidade de agitacido, reduziu-se o volume de precipitado
(ensaio B em relacdo ao A, ensaio D em relagdo ao C) e que, em geral, este volume foi
menor quando se utilizou decaimento suave de pH reacional (ensaios A e B em relagdo aos
ensaios C e D).
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Microscopia optica

A morfologia das particulas, analisada por meio de microscopia de luz,
possibilitou a visualizacdo dos produtos formados.

A Figura 12 apresenta as micrografias dpticas obtidas para cada um dos ensaios
descritos na Tabela 6, sendo que os produtos obtidos da reacdo de polimeriza¢do sdo

evidenciados pelos corpos de coloracdo amarelada. Os produtos mostrados nas figuras da
esquerda (ensaios A e C) foram obtidos empregando-se agitacdo de 50 oscilacdes min™,
enquanto que os apresentados 2 direita (ensaios B e D), 150 oscilagdes min™'. A velocidade
de acidificacdo do meio reacional pode ser interpretada comparando-se os ensaios A e B —
nos quais o ajuste de pH foi gradual, decaindo 0,25 unidades a cada 20 min de reacdo —
com os ensaios C e D — nos quais o pH ideal foi ajustado no inicio da reacdo, de maneira
abrupta.

Figura 12. Fotomicrografias Opticas das particulas de melamina-formaldeido (M-F)
contendo Oleo essencial de capim-limao (Cymbopogon citratus), obtidas por polimeriza¢ao
in situ, variando-se os parametros: velocidade de agitacdo de 50 (A e C) para 150
oscilagdes min”' (B e D); decaimento lento de pH reacional de 0,25 unidades a cada 20 min
(A e B) para decaimento abrupto (1,5 unidade no inicio da reacdo) (C e D). Condi¢des: luz
transmitida, aumento de 40 X.
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Analisando o impacto da velocidade de acidificagdo durante a reacdo, vé-se que o
decaimento gradual (Figura 12-A e B) foi favordvel a formacdo de particulas
morfologicamente mais uniformes em relacdo ao decaimento abrupto de pH. Neste dltimo
caso (Figura 12-C e D), nota-se que, além da irregularidade do produto obtido, houve
formacdo de agregados.

Aumentando-se a velocidade de agitacdo de 50 para 150 oscilagdes min™', ocorreu
uma aparente diminuicdo das dimensOes das particulas, sendo mais evidente nos ensaios
que foram realizados com decaimento gradual de pH (Figura 12-A e B). Ademais, nota-se
que houve a formacdo de agregados menores no ensaio D em relacdo ao C, sem que
houvesse, entretanto, mudanga em relacdo a ndo uniformidade das particulas obtidas. Estes
dados estdo de acordo com a andlise visual, pois mostram que a ocorréncia de precipitados
se deu pela formacdo de agregados, o que dificultou a manutengdo da integridade da
dispersao.

Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A formacgdo de agregados em fun¢do da mudanga da taxa de acidificacdo do meio
foi avaliada por microscopia eletronica de varredura (MEV), empregando-se os ensaios B e
C (vide Tabela 6) neste estudo. As micrografias apresentadas na Figura 13 mostram a
morfologia do produto obtido no ensaio B (Figura 13-B-I e II) e no ensaio C
(Figura 13-C-I e II).

Analisando as micrografias da Figura 13, nota-se, em todos os ensaios, a formagao
de cédpulas com cerca de 1 pm de diametro, que se arranjam de maneiras distintas, a
depender da forma de acidificacio do meio. No decaimento gradual de pH reacional
(Figura 13-B-I e II) estas pequenas cdpsulas aglomeraram-se em cdpsulas maiores, com
cerca de 10 um de diametro, que foram as identificadas pela microscopia Optica
(Figura 12-A e B). Quando foi empregado o decaimento abrupto de pH, estas pequenas
capulas aglomeraram-se em blocos maiores e niao uniformes (Figura 13-B-I e II).

Assim, a acidificagdo abrupta do meio reacional levou a formacdo de aglomerados
de particulas ndo uniformes. Alguns procedimentos de encapsulacdo por polimerizacio in
situ empregaram um decaimento abrupto de pH para obtencdo de microcapsulas
[54, 56, 69]. Entretanto, neste estudo, este parametro influenciou na formacao de particulas
agregadas e pouco uniformes.

Durante a reacdo de polimerizagdo, a acidificacdo do meio promove a precipitacao
dos mondmeros pré-condensados, que deve recobrir as particulas provenientes da emulsao
para que, no fim do processo, haja a formacdo de uma microcdpsula contendo o6leo
essencial em seu interior. Dessa forma, um decaimento abrupto no pH reacional nestas
etapas ird favorecer uma precipitacdo abrupta e, portanto, ndo especifica a interface
Oleo—dgua, justificando a formagdo de particulas ndo uniformes, evidenciado pelas
micrografias eletrOnicas apresentadas.
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C-1 C-1I
Figura 13. Fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) das
particulas contendo O6leo essencial de capim-limdo, sintetizadas pelo método de
polimerizacdo in situ do aduto melamina-formaldeido (M-F), variando-se a velocidade de
acidificacio do meio durante o processo em decaimento gradual de pH (B-I e II) ou
decaimento abrupto (C-I). A figura (C-1I) mostra em maior aumento a morfologia de um
aglomerado de particulas obtido no ensaio no qual se adotou a acifica¢do abruta.

1.2 Tamanho de particula

As medidas de diametro aparente das particulas foram obtidas a partir da técnica
de difracdo de laser, por ser compativel com particulas na faixa micrométrica de tamanho.
Além disso, a técnica foi utilizada no intuito de investigar a presenca de aglomerados
gerados nos ensaios C e D (Tabela 6).

A difracdo de laser reportada pelo detector do equipamento é proporcional ao
volume do material particulado presente, e os dados podem ser gerados em relacdo ao
numero ou volume de particulas. Existe uma relacao cubica (1:10%) entre o tamanho de uma
particula e seu volume. Quando ocorrem simultaneamente duas ou mais distribuicdes de
tamanho de particulas, medidas baseadas em volume sdo sensiveis ao surgimento de poucas
particulas grandes com determinada distribuicdo, evidenciando a presenca de aglomerados,
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uma vez que o volume de uma particula grande ¢ maior que o apresentado por uma pequena
[70].

A Tabela 7 apresenta o didmetro hidrodindmico médio para os ensaios A, B, Ce D
(Tabela 6). Vé-se que, com o aumento da velocidade de agitacdo, o didmetro médio foi
reduzido em cerca de 50 %. Ademais, os valores obtidos concordam com os dados de
morfologia, mostrando que houve a formacdo de particulas cerca de 10 vezes maiores
quando se utilizou o decaimento abrupto de pH durante a rea¢do de formacdo das cépsulas.

Tabela 7. Diametro hidrodindmico médio (quintuplicata de medida) baseado em % volume
obtido por difracdo de laser para particulas de 6leo essencial de capim-liméao (C. citratus),
sintetizadas por polimerizacdo in situ (vide Tabela 6).

Diametros
hidrodinamicos A B C D
(um)
D[4,3] 18,1 £0,9 9,1 +0,6 167,5 £ 6,2 80,1 £3,6
d(0,9) 37,0+ 1,0 14,7 £ 0,4 3204 +7.8 1144 +45
d(0,5) 14,1 £0,6 8,4 +0,6 160,3 £5,9 40,0 £ 3,1
d(0,10) 4.8 £0,7 46+0,2 18,2+26 20,4 +£3,7

D[4,3] é o didmetro médio relativo a uma esfera de mesma dimensdo das particulas, d(0,9), d(0,5) e d(0,1)
representam os didmetros maximos obtidos para 90, 50 e 10 % das medidas, respectivamente.

A Figura 14 apresenta as distribui¢cdes de diametro hidrodindmico dos ensaios
A, B, C e D (Tabela 6), obtidas por difracio de laser a partir das particulas secas e
ressuspendidas em dgua destilada.

Vé-se que, nos ensaios em que foi adotado o decaimento gradual do pH reacional
(Figura 14, A e B), houve a formacdo de uma unica populacdo de particulas, mostrado pela
distribui¢do uniforme de tamanho de particula. Por outro lado, o ajuste abrupto do pH
implicou na formacdo de particulas maiores e nao uniformes, indicado pela presenca de
duas populagdes distintas nas distribui¢des de diametro das Figura 14 C e D.

Ainda, para os ensaios onde o decaimento de pH foi gradual, o aumento da
velocidade de agitacdo implicou na redug¢do da dispersdo dos valores de didmetro das
particulas, evidenciado pela presenca da distribuicdo mais estreita da Figura 14-B em
relacdo ao ensaio A. Para os ensaios onde o decaimento de pH foi abrupto, nota-se que as
distribui¢cdes de tamanho de particula mantiveram-se em duas populacdes distintas, mesmo
quando se aumentou a velocidade de agitacdo de 50 para 150 oscilacdes min™' (Figura 14-C
e D). Entretanto, houve uma inversao na intensidade de luz difratada, evidenciando um
aumento da populacdo de menor dimensdo de acordo com o aumento da velocidade de
agitacdo.
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Figura 14. Distribui¢des de didmetro hidrodinamico (volume, D[4,3]) obtidas por difracao
de laser para particulas de Oleo essencial de capim-limado (C. citratus), obtidas por
polimerizagao in situ, variando-se os parametros: velocidade de agitacdao de 50 (A e C) para
150 oscilagdes min™ (B e D); decaimento lento de pH reacional de 0,25 unidades a cada 20
min (A e B) para decaimento abrupto (1,5 unidade no inicio da reagdo) (C e D). As
particulas foram secas e dispersas em dgua destilada, na concentragdo de 1 % m/m.
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Comparando com as andlises de morfologia e macroscopica das particulas, foi
possivel correlacionar os dados de distribuicio de tamanho com a ocorréncia de
precipitados nos ensaios C e D e a auséncia deles no ensaio B (Figura 11). Apesar de o
ensaio A ter mostrado uma Unica distribuicdo de tamanho de particulas, apresentou uma
faixa que abrange dimensdes entre cerca 1 e 100 um (Figura 14-A). Entretanto, a andlise
morfolégica do ensaio A mostrou relativa uniformidade na dimensdo das particulas
(Figura 12-A). Isto indica a possibilidade da formagdo de agregados de particulas ao longo
do tempo; estes agregados sdo interpretados pelo equipamento de difracdo de laser como
sendo particulas esféricas tinicas e também caracterizam a formacgao de precipitados.

Influéncia da emulsdo no tamanho de particula

No processo de polimerizacdo in situ, o cardter idnico do tensoativo empregado na
etapa de emulsificacdo influencia na uniformidade de tamanho final das particulas, bem
como na morfologia da superficie [68].

No estudo de Wu et al. [69], SDS, um tensoativo anidnico, favoreceu a formacgao
de particulas nanométricas (30 — 250 nm), enquanto que a auséncia de tensoativo
influenciou na formacgao de particulas micrométricas, com tamanho de até cerca de 4,5 um.
No estudo de Hwang e colaboradores [68], Tween-20, que é um tensoativo nao-idnico,
influenciou na formacao de particulas de escala micrométrica de didmetro.

Ainda, de acordo com evidéncias empiricas reunidas na revisdo de Bone et al.
sobre fragrancias encapsuladas em invélucro de melamina-formaldeido [51], cdpsulas de
dimensao micrométrica (entre 10 — 40 um) sdo mais adequadas a liberacdo sustentada de
fragrancia em relacdo as nanométricas. Assim, empregou-se um tensoativo nao-idnico
(Tween-20) na etapa de emulsificagdo neste estudo, por ser mais adequado aos fins de
liberacdo de fragrancia.

A Figura 15 apresenta a distribuicdo de tamanho de particula adquirida por
difragdo de laser para emulsdao de 6leo essencial de capim-limao obtida com o tensoativo
ndo-i0nico Tween-20 e que foi utilizada em todos os ensaios descritos na Tabela 6. Vé-se a
presenca de duas populacdes de particulas com dimensOes distintas: uma, de maior
intensidade, com didmetro médio de cerca de 0,5 um, e outra, de menor intensidade e mais
distribuida, cujo didmetro variou entre 1 e 10 um.

Nota-se que o tensoativo ndo-idnico empregado no processo influenciou na
obtencdo das particulas da emulsdo com dimensdes micrométricas que, por sua Vvez,
determinaram as dimensdes das particulas de melamina-formaldeido, evidenciando que a
precipitacdo do polimero durante a etapa de polimerizacdo se deu, preferencialmente, na
interface 6leo-agua.

Estes dados sugerem que a formacdo de pequenas cdpsulas, com cerca de 1 pm,
foi devida ao recobrimento das particulas da emulsdo com menor dimensao
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(Figura 13). Isto € mais evidente para o ensaio B, no qual se empregou agitacdo vigorosa
aliada a acidificacdo gradual, mostrando que hd uma combinacdo de fatores influenciando
na morfologia e tamanho de particula. A emulsdo e a dimensdo de sua fase oleosa tém
papel fundamental na formacdo das cdpsulas, uma vez que sem a presenca de 6leo ou
emulsdo no meio reacional, ndo houve a formacao de cépsulas.

16
<

I 14

<

& 12

e

N ’a 10

=]

2 E

L =

o ‘6‘ 6

g2

S 4

2]

5 / J

=

o B.01 0.1 1 10 100 1000 3000

Tamanho de particula (um)

Figura 15. Distribui¢ao de didmetro hidrodindmico (volume, D[4,3]) obtida por difracdo de
laser para emulsdo de 6leo essencial de capim-limao (C. citratus) a 2,5 % m/m, obtidas por
homogeneizag¢ao utilizando-se Tween-20 como tensoativo.

As cdpsulas obtidas no ensaio B mostraram, ainda, dimensdes adequadas para
liberacdo de fragrancia, de acordo com Bone et al. [51], sendo, portanto, empregadas como
fragrancia nas formulagdes de xampu e condicionador sem enxague.

1.3 Percentual de encapsulagdo e rendimento

O percentual de encapsulacdo e rendimento do processo foram avaliados em
funcdo da quantidade de 6leo essencial utilizada no procedimento de encapsulacdo. Esta
avaliacao teve for finalidade propor a melhor propor¢ao entre 6leo essencial e pré-polimero
a ser utilizada. O material extraido das cédpsulas foi analisado por cromatografia gasosa e
quantificado por meio da equacdo da curva analitica mostrada na Figura 7, como ja
empregado por Preece e colaboradores [56]. Ainda, a quantificagdo foi realizada baseada no
componente majoritdrio do 6leo essencial, citral, e corrigida em relacdo ao teor deste
componente no dleo essencial.

O percentual de encapsulacdo corresponde a quantidade relativa de material
encapsulado encontrado em uma quantidade de produto [49] e € apresentado na
Tabela 8 com os dados que levaram ao seu célculo. Vé-se que, dobrando-se a quantidade de
Oleo essencial no processo de encapsulacdo, ndo houve diferencas estaticamente
significativas (p > 0,05) no percentual relativo de fragrancia internalizada.
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Tabela 8. Dados utilizados para o cdlculo de percentual de encapsulagdo de 6leo essencial.

) Massa de Razao de areas % m/m de %0 m/m de
Ensaio , L 1 . 2 . . 13
particulas (g) cromatograficas citral Oleo essencial
2,5 % 0,011 £0,002 17,8 £0,7 25+2 32+3
5,0 % 0,011 £0,003 22,5+1,0 32+3 39+4

1. razdo entre as areas cromatograficas de cis/trans-citral e padrido interno octadecano
2. segundo equacgdo:y = 1,3 x + 0,17.
3. considerando que citral corresponde a 80 % da composicao do 6leo essencial encapsulado.

O rendimento do processo corresponde a quantidade de 6leo encapsulada em
relacdo a quantidade deste produto adicionada no inicio, e diz respeito a porcentagem de
perdas inerentes do processo. A partir da andlise dos dados da Tabela 9, nota-se que quando
se aumentou a quantidade de 6leo essencial para 5,0 %, houve uma queda no rendimento da
reacdo, sendo coerente com os dados de percentual de encapsulacao.

Tabela 9. Dados utilizados para o cdlculo de rendimento de éleo essencial no processo de
encapsulagdo.

Total de 6leo  Oleo essencial

) Particulas . »  Rendimento
Ensaio obtidas ' (g) essencial encapsulado % m/m
g adicionado (g) (g) ?
2,5 % 1,35 £ 0,05 0,5 0,43 +0,02 86 + 4%
5,0 % 1,42 + 0,07 1,0 0,56 + 0,03 56 + 5%

1. apartir de 20 g de suspensdo, filtradas e secas.
2. considerando os valores de % de encapsulagio obtidos para cada ensaio (Tabela 8).
* valores significativamente diferentes (p < 0,05), de acordo com teste T de Student para 3 amostras.

Para o ensaio com 2,5 % de 6leo essencial, os valores obtidos tanto para percentual
de encapsulag¢do, quando de rendimento, encontram-se proximos aos descritos na literatura
cientifica  [54, 56, 71]. Os valores obtidos para o ensaio com
5,0 % de d6leo essencial indicam uma saturacdo na propor¢cdo entre Oleo essencial e
polimero formado.
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2. Caracterizacao dos constituintes do oleo essencial de capim-limao, de sua
fracao volatil e da fracido encapsulada

A identificacdo dos constituintes do 6leo essencial utilizado neste trabalho
constituiu a etapa de caracterizacdo da matéria-prima, com a finalidade de verificar os
componentes que pudessem ser designados como fragrancia. O conteido das cédpsulas,
obtido por extragao com hexano, foi caracterizado no intuito de averiguar a compatibilidade
dos constituintes do 6leo essencial com o procedimento de encapsulacdo. Por fim, as
moléculas volateis do 6leo essencial de C. citratus foram identificadas, considerando-se
que a volatilidade destas moléculas permite que esta fracdo acesse os receptores olfativos
do nariz humano, sendo responsavel pelo odor caracteristico da planta.

2.1 Constituintes do éleo essencial de capim-limdo

A Tabela 10 apresenta as substdncias presentes no Oleo essencial puro. A
proximidade dos valores calculados do indice de reten¢do para cada substancia com valores
da literatura, bem como a comparacao dos espectros de massa, obtidos com a base de dados
NISTOS, foram suficientes para identificacdo da maioria dos picos presentes no
cromatograma da Figura 16-A.

Na Figura 16-A, vé-se que os picos majoritarios referentes aos terpenos mirceno,
cis-citral (neral) e trans-citral (geranial) representaram cerca de 85 % da composicdo do
6leo essencial, sendo que apenas a mistura dos isOmeros de citral somaram 79 %.
Concentracdes de citral proximas as identificadas neste estudo foram também encontradas
por Guterres et al. (76 % de citral) [72] e Moreira et al. (75 %) [73]. Ainda, os dados estdo
de acordo com a Farmacopéia Brasileira, que estabelece um teor minimo de 60 % de citral
para o 6leo essencial de C. citratus [74].

Das 22 substancias identificadas como componentes do 6leo essencial estudado,
grande parte concorda com outros estudos que utilizaram 6leos essenciais de C. citratus
[73, 75, 76]. Linalol, citronelal, mentenol, citronelol, citral, geraniol, acetato de geranila sdo
amplamente utilizados na composi¢cdo de fragrancias; mirceno, cis € trans-ocimeno
possuem uso restrito em perfumaria devido a instabilidade e odor pungente; as substancias
metil-heptenona, cariofileno, bergamoteno s3o utilizadas na industria quimica como
reagentes para formacdo de outros ingredientes de fragrancias [77]. Das moléculas
caracterizadas, crisantemal, cis-citral, trans-citral e 2-undecanona sdo o0s principais
responsaveis pelo odor caracteristico de capim-limdo, de acordo com estudo de Brito e
colaboradores [28].
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Tabela 10. Substancias presentes no 6leo essencial capim-limao (Cymbopogon citratus).

Tempo Indicede  Indice de .
de A . retencio retencio Are-a
retencio Substancia calculado referéncia relativa

(min) [59] [60, 61] (%)
1 5,876 6-metil-5-hepten-2-ona 987 985 1,4
2 5,964 B-Mirceno 991 991 5,7
3 7,123 cis-B-Ocimeno 1038 1040 0,2
4 7,391 trans-B-Ocimeno 1048 1050 0,1
5 8,762 B-Linalol 1101 1098 1,2
6 9,988 Verbenol 1146 1140 0,3
7 10,126 trans-Crisantemal 1151 1150 0,4
8 10,21 B-Citronelal 1155 1153 0,5
9 10,529 B-Terpineol 1166 1165 1,3
10 10,945 p-Menth-1-en-3-ol 1181 1175 0,1
11 11,025 a-Terpineol 1185 1189 2,4
12 12,302 B-Citronelol 1231 1228 0,7

13 12,68 cis-Citral (Neral) 1245 1240 329
14 13,007 Geraniol 1258 1255 3.4

15 13,474 trans-Citral (Geranial) 1274 1271 [78] 45,7
16 14,018 2-Undecanona 1295 1291 0,7
17 16,36 Acetato de geranila 1386 1383 0,3
18 17,285 B-Cariofileno 1424 1428 0,2
19 17,672 a-Bergamoteno 1441 1436 0,2
20 18,979 2-Tridecanona 1498 1496 0,6
21 20,403 Oxido de cariofileno 1590 1581 0,1
22 20,859 Selina-6-en-4-ol 1620 1615 0,1

Total identificado: 98.5

Constituintes identificados com base no indice de retencao e perfil de fragmentac@o no espectro de massas em
GC-MS (NIST, 2005) e listados de acordo com a ordem de elui¢do na coluna Durabond-DB5 (30m). Indice
de reten¢do de Kovats, baseado em série homdloga de n-alcanos, calculado para cada substancia e comparado
com valores da literatura; area total: 100 %; ndo determinados: 1,5 %.
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Figura 16. Perfis cromatograficos (intensidade de area em funcdo do tempo) do dSleo
essencial de campim-limao (Cymbopogon citratus) puro (A) e do contetido das particulas
sintetizadas extraido com hexano e sonicacdo por 90 min (B), ambos obtidos por GC-MS.
As estruturas moleculares dos constituintes principais estdo indicadas nos picos
cromatograficos respectivos a elas.
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2.2 Constituintes do oéleo essencial de capim-limdo que foram encapsulados

Na Figura 16 sdo apresentados os cromatogramas das amostras de 6leo essencial
puro e a fracdo encapsulada, sendo que estes dados se referem ao experimento onde foram
empregadas as seguintes condicdes para producdo das microcdpsulas: velocidade de
agitacdo de 150 osc min™', acidificacdo gradual do meio e 2,5 % m/m de éleo essencial. A
Tabela 11 compara a composi¢do da fracdo pura e encapsulada e a proporcdo de cada
substincia identificada.

Tabela 11. Comparacdo entre as propor¢des dos constituintes do 6leo essencial de capim-
limdo (Cymbopogon citratus) e da fracdo encapsulada em envoltério de melamina-
formaldeido, analisada por GC-MS.

susincia Prorerorefler Promorde v i
6-metil-5-hepten-2-ona 1,4 0,1
B-Mirceno 5,7 —
cis-B-Ocimeno 0,2 —
trans-B-Ocimeno 0,1 —
B-Linalol 1,2 0,5
Verbenol 0,3 0,1
trans-Crisantemal 0,4 0,2
B-Citronelal 0,5 0,2
B-Terpineol 1,3 —
p-Menth-1-en-3-ol 0,1 0,4
a-Terpineol 2.4 —
B-Citronelol 0,7 0,4
cis-Citral 32,9 32,0
Geraniol 34 1,7
trans-Citral 45,7 48.6
2-Undecanona 0,7 0,7
Acetato de geranila 0,3 0,4
B-Cariofileno 0,2 0,1
a-Bergamoteno 0,2 0,1
2-Tridecanona 0,6 0,7
Oxido de cariofileno 0,1 0,2
Selina-6-en-4-ol 0,1 0,1

—: a substancia ndo foi encontrada ou estd abaixo do limite de detec¢do da técnica.



52

Vé-se que a por¢do encapsulada apresentou percentual de constituintes menor que
o exibido pelo 6leo essencial original (86,2 e 98,5 %, respectivamente). Isto ocorreu devido
a um aumento do percentual de alguns componentes em detrimento da diminuicdo ou
auséncia de outros. Comportamento semelhante foi encontrado por Leimann e
colaboradores na encapsulacdo de capim-limdo por coacervagdo simples [79]. A nado
encapsulacdo de alguns componentes como mirceno, ocimeno e terpineol deveu-se a perda
por volatilizacdo das substancias, mas também a solubilidade em dgua de algumas delas.

2.3 Fragdo voldtil do éleo essencial de capim-limdo

Assim como fragrancias, os 6leos essenciais sdo uma mistura complexa de dezenas
a centenas de substancias voldteis, que possuem caracteristicas odorantes. Uma vez que
estas substancias diferem entre si em volatilidade, a percepcdo olfativa de uma fragrincia
ao seu redor muda em funcdo da taxa de evaporacdo e tempo. Com esta finalidade, a
constituicdo da fragdo volatil do 6leo essencial foi caracterizada em dois tempos distintos:
zero e 24 h apds a insercdo de uma aliquota de amostra em vial fechado.

A Figura 17 mostra os perfis cromatograficos obtidos para os tempos 0 e 24 h. A
Tabela 12 relaciona as substancias identificadas e as dreas dos picos cromatograficos com
as duas amostragens utilizadas. No cromatograma A, vé-se que ocorreu uma inversao dos
picos majoritdrios: mirceno, mais volatil, corresponde cerca de 50 % da darea
cromatografica total. O cromatograma B, obtido ap6s 24 h em ambiente fechado, mostrou
um perfil cromatografico semelhante ao observado na Figura 16-A. Neste caso, a propor¢ao
dos constituintes foi préxima a encontrada no 6leo essencial (Tabela 11), ainda que nao
fossem identificadas substincias com menor volatilidade no headspace apos
24 h, como, por exemplo: acetato de geranila, B-cariofileno, a-bergamoteno, 6xido de
cariofileno e selin-6-en-4-ol.

Nota-se, portanto, que os constituintes da fragdo volatil do 6leo essencial de
C. citratus e as proporgdes entre eles alteraram-se em funcdo do tempo, modificando seu
perfil cromatogréfico e também seu perfume. Como o ambiente foi mantido fechado, os
constituintes tenderam a equilibrar-se em propor¢do semelhante a encontrada no dleo
essencial.
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Figura 17. Perfis cromatograficos (intensidade de drea em funcdo do tempo) da fracdo
volatil (headspace) em sistema fechado imediatamente apds inser¢do de 6leo de capim-
limdo em vial (A, HS tempo 0) e ap6s 24 h (B, HS — 24 h), obtidos por GC-MS.
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Tabela 12. Comparacdo das proporcdes das substancias presentes no Oleo essencial de
capim-limao (Cymbopogon citratus) e de seu headspace imediatamente apds a colocagdo
do 6leo volatil em vial fechado (HS — 0 h) e apds 24 h (HS — 24 h).

Propor¢io Area Area
Substancia no 6](’:0 relativa relativa
essencial para HS-  para HS -

(%) Oh 24h
1 6-metil-5-hepten-2-ona 1,4 52 —
2 B-Mirceno 5,7 46,5 9,2
3 cis-B-Ocimeno 0,2 1,2 —
4 trans-B-Ocimeno 0,1 0,9 0,5
5 B-Linalol 1,2 1,9 0,4
6 Verbenol 0,3 0,7 0,1
7 trans-Crisantemal 0,4 0,6 —
8 B-Citronelal 0,5 0,2 —
9 B-Terpineol 1,3 1,5 0,2
10 p-Menth-1-en-3-o0l 0,1 — —
11 a-Terpineol 2,4 3,02 0,8
12 B-Citronelol 0,7 — 0,2

13 cis-Citral 32,9 18,2 36,4
14 Geraniol 3,4 — 0,4

15 trans-Citral 45,7 19,6 50,4
16 2-Undecanona 0,7 _ 0,4
17 Acetato de geranila 0,3 — —
18 B-Cariofileno 0,2 — —
19 a-Bergamoteno 0,2 — _
20 2-Tridecanona 0,6 — 0,1
21 Oxido de cariofileno 0,1 — —
22 Selin-6-en-4-ol 0,1 _ _

Proporcio relativa dos constituintes obtida por normalizacdo de 4reas, a partir da drea obtida por meio de
integracdo manual e automatica dos picos cromatograficos.
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3. Perfis de liberaciao

Os perfis de liberagdo de perfume foram tomados ao longo do tempo a partir do
headspace de mechas de cabelo, apds aplicacdo de formulacdes de xampu e condicionador
sem enxdgue (leave-on), contendo 6leo essencial livre ou encapsulado, conforme descrito
na Tabela 3. Para maior correlacdo com a realidade, e para que ndo houvesse saturagdo do
espaco confinado, as mechas de cabelo permaneceram em ambiente com umidade e
temperatura controladas (UR = 58 %, T = 23°C), sendo inseridas em frasco fechado apenas
10 minutos antes de serem extraidos com a fibra de PDMS, conforme descrito no
capitulo IV. As formulacdes contendo fragrancia encapsulada foram formuladas com as
particulas obtidas no ensaio B, descrito na Tabela 6.

A investigacdo permitiu avaliar o comportamento dos constituintes voldteis da
fragrancia frente a matriz complexa (cabelo), bem como se a aplicacdo desta fragrancia
encapsulada prolonga seu periodo de liberacao.

3.1 Mechas tratadas com formulagdes contendo fragrancia pura

Voldteis encontrados

A Tabela 13 apresenta as substancias presentes no 6leo essencial de capim-limao
que puderam ser identificadas apds a aplicacdo de cada formulacdo em cabelos. Conforme
esperado, vé-se que algumas substincias permaneceram por mais tempo em relagdo a
outras, evidenciando a presenca de notas de cabega, corpo e fundo, como mostrado no
capitulo 1.

Analisando o perfil de liberagao das amostras tratadas com xampu, nota-se que
foram encontradas 12 das 22 substancias presentes no 6leo essencial puro (Tabela 10). As
outras substancias foram provavelmente levadas pelo procedimento de enxague, mostrando
pouca ou nenhuma interagao com a fibra capilar.

Um menor nimero de substancias foi encontrado nos cabelos tratados apenas com
condicionador. Isto ndo era esperado, uma vez que na aplicacdo desta formulacio, nao
houve procedimento de enxdgue. Ainda, o niimero e tipo de substancias, encontradas ao
longo do tempo para esta formulacdo, foram diferentes dos encontrados para as mechas
tratadas com xampu contendo a mesma fragrancia. Isto pode ser observado, por exemplo,
para o B-mirceno: a substancia permaneceu no cabelo tratado com xampu até 8 h de andlise,
entretanto nao foi mais detectada apds a segunda hora de andlise nas mechas tratadas com
condicionador. O contrario ocorreu para a 2-tridecanona. A substincia geraniol ndo foi
detectada apds o tempo inicial de andlise das mechas tratadas com a formulacdo de xampu,
enquanto que a auséncia de mirceno, verbenol, terpineol, apds este tempo inicial de anélise,
foi detectada no tratamento com condicionador sem enxdgue (Tabela 13).
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Tabela 13. Substancias provenientes do 6leo essencial de capim-limao, retidas em mechas
de cabelo apds tratamento com xampu ou condicionador sem enxdgue contendo o dleo
volatil como fragrancia.

Tempo apos

A . . Nimero de
aplicacao da Substancias retidas ' .
- substancias
formulacao (h)
B-mirceno, B-linalol, verbenol, B-terpineol,
0 a-terpineol, cis-citral (neral), geraniol, trans-citral 12
(geranial), 2-undecanona, -cariofileno,
a-bergamoteno, 2-tridecanona
B-mirceno, B-linalol, verbenol, B-terpineol,
| a-terpineol, cis-citral (neral), trans-citral 10
(geranial), 2-undecanona, -cariofileno,
=3 a-bergamoteno
=
;2 ) B-mirceno, B-linalol, cis-citral (neral), trans-citral 5
(geranial), 2-undecanona
6 B-mirceno, B-linalol, cis-citral (neral), trans-citral 3
(geranial)
8 [-mirceno 1
Total 12 substancias
B-mirceno, B-linalol, verbenol, B-terpineol,
0 a-terpineol, cis-citral (neral), geraniol, trans-citral 8
2 (geranial), 2-undecanona, 2-tridecanona
&o
w
E | B-linalol, cis-citral (neral), trans-citral (geranial), 5
= 2-undecanona, 2-tridecanona
<%}
7]
s cis-citral (neral), trans-citral (geranial),
= 3 ] 4
g 2-undecanona, 2-tridecanona
S
% cis-citral (neral), trans-citral (geranial),
= 6 . 3
S 2-tridecanona
@)
Total 8 substancias

apresentadas em ordem de elui¢do.
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Ademais, as substancias [B-cariofileno e o-bergamoteno — presentes no O6leo
essencial, mas ausentes na caracterizacio de seu headspace (Tabela 12) — foram detectadas
nas analises das mechas de cabelo tratadas tanto com xampu, quanto com condicionador.

Perfis de liberacdo

Com a finalidade de avaliar a interacdo das substancias provenientes da fragrancia
com a fibra capilar, os perfis de liberacdo foram construidos, para cada substincia, na
forma de decaimento de 4reas em func¢do do tempo de andlise. Para isso, considerou-se a
area no tempo O (zero) de andlise para determinado pico cromatografico como sendo
100 %, e as areas obtidas nos tempos subsequentes foram calculadas relativamente a drea
inicial.

Os resultados acerca dos perfis de liberacdo das substancias fragrantes sdo
interpretados e comparados em termos de suas “persisténcias”. Desta forma, quanto maior a
persisténcia de uma substancia no fio de cabelo, maior serd o tempo de sua detec¢do no
headspace da amostra. Neste caso, a sua velocidade de decaimento também serd menor em
relacdo a outras substiancias com menor persisténcia.

Ainda, para fins de comparacdo, os perfis de liberacdo apresentados serdo
discutidos para aquelas substancias que compdem uma fracdo do 6leo essencial maior que
0,5 % em area. Considerando a diluicdo do 6leo essencial nas formulagdes, estas
substancias poderiam encontrar-se proximas ou fora do limite de quantificacdo da técnica
analitica empregada nas andlises, o que compromete a andlise correta de sua interacdo com
a fibra capilar.

A Figura 18 apresenta os perfis de liberacdo da fragrancia provenientes das
mechas de cabelo tratadas com formulagdes de xampu (Figura 18-A) ou condicionador sem
enxdgue (Figura 18-B) contendo 6leo essencial de capim-limao. Nota-se que as substancias
diminuiram de intensidade abruptamente até a segunda hora de andlise e depois assumiram
um declinio lento, o que caracteriza um decaimento exponencial. Isto nao foi valido apenas
para a substancia linalol liberada a partir das mechas tratadas com condicionador
(Figura 18-B), que apresenta um decaimento linear. Entretanto, esta substancia foi
detectada apenas até a primeira hora de andlise.

Considerando os pontos relativos as médias das areas cromatograficas, obtidos a
partir da primeira hora de anélise, e aplicando a eles o teste estatistico T para diferenca de
médias, foi possivel agrupar as substancias analisadas de acordo com o padrdo de suas
curvas de decaimento. Logo, foi possivel relacionar este comportamento com a persisténcia
destas substincias nas mechas de cabelo tanto para as mechas tratadas com xampu, quanto
para aquelas tratadas com formulagdo de condicionador sem enxague. Assim, com 90 % de
confianca (p < 0,10) a ordem de persisténcia dos constituintes da fragrancia nas mechas
tratadas com xampu foi:
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Figura 18. Perfis de liberacio dos constituintes do O6leo essencial de capim-limao
incorporado em formulac¢des apds aplicacdo de xampu (A) e condicionador sem enxdgue
(B) em mechas de cabelo. Substincias: mirceno (M), linalol (®), geraniol (A),
2-undecanona ( V), citral (@), terpineol (<), 2-tridecanona ().
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Mirceno = 2-undecanona > citral = geraniol > linalol = terpineol

Enquanto que, nas mechas tratadas com condicionador sem enxdgue, a ordem foi a
seguinte:

2-tridecanona > 2-undecanona = citral > linalol

Os tempos de reten¢do determinados pelo cromatégrafo para os componentes de
um O6leo essencial (Tabela 10) levam a uma indica¢do da volatilidade relativa para cada
substancia [21], e conforme mostrado na caracterizacdo da fracdo volatil do 6leo essencial
ao longo do tempo (Tabela 12). Entretanto, a ordem de eluicio dos componentes nao
concordou totalmente com as ordens de persisténcia encontradas a partir dos perfis de
liberacdo. O componente mirceno, por exemplo, € aquele que possui maior volatilidade em
relacdo as outras substancias, mas € o que mais persistiu nas mechas tratadas com xampu.

3.2 Mechas tratadas com condicionador sem enxdgue contendo fragrdincia encapsulada

De acordo com Bone e colaboradores [51], a liberacdo de fragrancia a partir das
cépsulas de melamina-formaldeido, sintetizadas por polimerizacdo in situ, ocorre apos o
rompimento do envoltério resinoso. Para que isto pudesse ser comprovado, os perfis de
liberacdo de fragrancia a partir das mechas de cabelo tratadas com condicionador sem
enxdgue foram tomados de duas maneiras distintas. As mechas foram penteadas cinco
vezes antes de cada coleta de volateis, e os perfis de liberagdo foram comparados com
aqueles obtidos a partir de mechas que nao foram penteadas. Estes decaimentos sao
mostrados na Figura 19.

A Figura 19 compara os perfis de liberagdo a partir do material encapsulado com
aqueles obtidos apds aplicacdo de condicionador sem enxdgue contendo Sleo essencial puro
para as substancias citral, linalol e geraniol. Nota-se que, a partir da segunda hora de andlise
em diante, as substancias analisadas, nas formas encapsuladas, apresentaram intensidade no
headspace da amostra significativamente maior (p < 0,1) em relagdo a sua forma nao
encapsulada, mostrando que, conforme esperado, a liberacdo de fragrancia ocorreu de
maneira sustentada.

A persisténcia dos componentes foi 2 vezes maior para o citral e 12 vezes maior
para o linalol, nas mechas tratadas com condicionador sem enxague contentendo a
fragrancia encapsulada, evidenciando o €xito do processo de encapsulacdo. Além disso, o
componente geraniol, que ndo havia sido detectado apds a aplicacio da formulacdo
contendo Oleo essencial puro, foi identificado por, no minimo, 12 h apds a aplicacdo da
formulacao contendo as cédpsulas.



60

100 Citral
80
60
40 -
T 20 —
8
=
8
3
o 0 - ——%
=
Q
E Linalol
S
Q
5]
A
[ ]

I T I T I T I T I T I
7 8 9 10 11 12

Tempo (h)
Figura 19. Perfis de liberacdo de fragrncia provenientes das mechas de cabelo tratadas
com formulacdes de condicionador sem enxdgue contendo Oleo essencial puro (linhas
tracejadas) ou encapsulado (linhas cheias) submetidas a penteamento entre as andlises
(linhas azuis) ou ndo (linhas vermelhas). Substincias analisadas: citral (), linalol (®) e

geraniol (A).
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Figura 19 (continuacdo). Perfis de liberacdo de fragrancia provenientes das mechas de
cabelo tratadas com formulacdes de condicionador sem enxdgue contendo 6leo essencial
puro (linhas tracejadas) ou encapsulado (linhas cheias) submetidas a penteamento entre as

andlises (linhas azuis) ou ndo (linhas vermelhas). Substancias analisadas: citral (), linalol
(®) e geraniol (A).

Ainda, observa-se que a ordem de persisténcia das substancias analisadas nas
mechas tratadas com fragrincia encapsulada foi diferente daquela apresentada para a
fragrincia livre (para este caso, citral > linalol >> geraniol), uma vez que estas substancias
podem ser notadas até a 12.* hora de andlise, mostrando que houve reducdo da volatilidade
dos constituintes:

citral = linalol = geraniol

Vé-se, ainda, que, em todas as situagdes apresentadas pela Figura 19, os
decaimentos das substincias em funcdo do tempo mantiveram-se seguindo o modelo
exponencial. A queda abrupta na intensidade, observada a partir da primeira hora de
liberacdo, sugere a presenca de 6leo essencial nao encapsulado, adsorvido na superficie das
cépsulas. Este comportamento pode, ainda, ser referente ao rompimento das estruturas
maiores (com cerca de 10 pm) apresentadas pelas particulas obtidas no ensaio B, seguido
da liberacao a partir das capsulas menores (menores que 1 um) a partir da segunda hora de
analise — consulte Tabela 6 e Figura 13.
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Os perfis de liberacdo das mechas que ndo foram penteadas apresentaram
persisténcia significativamente menor (p < 0,10) apds a 6.* hora em comparagdo aquelas
que foram submetidas ao procedimento. Isto sugere que a friccdo gerada pelo pente foi
capaz de romper as cdpsulas, sendo um dos responsdveis pela liberacdo de perfume. No
entanto, sabe-se que mesmo quando ndao houve fric¢do, ocorreu liberacdo do perfume, que
foi mais intensa e duradoura se comparado com a fragrancia ndo encapsulada, sugerindo a
presenca de ndao apenas um mecanismo de liberacdo, conforme descrito na
literatura [49, 80].

Para comprovar esta hipdtese, micrografias eletronicas de varredura foram
adquiridas de fios penteados ou ndo, que foram previamente tratados com fragrancia
encapsulada, conforme mostra a Figura 20. Nota-se a presenca de cdpsulas aderidas na
superficie dos fios tratados com a fragrancia encapsulada quando comparamos com aquele
fio que nao foi submetido a nenhum tratamento (Figura 20-A).

10 um

Figura 20. Fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) de fios
de cabelo sem tratamento (A) ou tratados com condicionador sem enxdgue contendo 6leo
essencial de capim-limdo encapsulado como fragrancia, ndo penteados (B) ou penteados
(C). A figura (D) mostra em detalhe particulas aderidas no fio de cabelo e rompimento de
algumas apds penteamento do fio; a seta aponta uma capsula rompida.
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Vé-se que, naqueles fios que ndo foram penteados (Figura 20-B), as capsulas
aderidas na superficie do fio possuiam morfologia idéntica a observada durante a fase
caracterizacdo (Figura 13-B), mostrando que a integridade das cdpsulas é mantida quando
as mechas ndo sdo penteadas. Ja naqueles fios submetidos a penteamento (Figura 20-C),
nota-se que a morfologia esférica das cédpsulas foi desfeita, sendo evidente o rompimento
destas cdpsulas apds o procedimento de penteamento, como mostra o detalhe da
Figura 20-D, indicado pela seta.

3.3 Mechas tratadas com xampu contendo fragrdncia encapsulada

Os perfis de liberacdo de fragrancia apds tratamento das mechas com xampu
contendo 6leo essencial de capim-limao encapsulado sdo apresentados na Figura 21.

Assim como nas mechas tratadas com condicionador sem enxdgue, as substancias
majoritdrias que foram encapsuladas (linalol, citral e geraniol) puderam ser detectadas ao
longo do tempo no headspace das mechas. Por outro lado, ao contrario do que foi visto para
as mechas tratadas com 6leo essencial puro, as substancias que foram encapsuladas
2-undecanona e 2-tridecanona nao puderam ser detectadas apds tratamento das mechas com
xampu contendo 6leo essencial de capim-limao encapsulado.

A Figura 21 compara as curvas de decaimento de dreas para cada substancia
encapsulada com aquelas obtidas a partir da frac@o livre de 6leo essencial. Nota-se que nao
ocorreu modificagdo no perfil de liberagdo e persisténcia das substancias analisadas, uma
vez que ndo ha diferencas significativas (p > 0,1) entre o decaimento das substancias livres
e o decaimento das mesmas substancias encapsuladas. Isto contraria a l6gica de liberacao
para ativos encapsulados, que é a de retardamento em sua liberacio ao longo do
tempo [49].

Foi visto no tépico anterior que a liberacdo de fragrancia encapsulada ocorreu apds
o rompimento da cdpsula. No caso da fragrancia proveniente das mechas de cabelo tratadas
com formulagdes de xampu, a coincidéncia entre os perfis de liberacdo das substancias
encapsuladas e nio encapsuladas sugere que o material encapsulado ndo se rompeu apds a
aplicacao da formulacdo ou, ainda, que as cédpsulas foram arrastadas pelo procedimento de
enxague.
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Figura 21. Perfis de liberacdo de fragrancia provenientes das mechas de cabelo tratadas
com formulacdes de xampu contendo O6leo essencial puro (linhas tracejadas) ou
encapsulado (linha cheia). Substancias analisadas: citral (4), geraniol (A ), linalol (®).
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VI. DISCUSSAO

1. Perfis de liberacao

Com o objetivo principal de propor as possiveis interacdes responsdveis pelo
comportamento dos perfis de liberagdo de fragrancia descritos, os resultados obtidos neste
trabalho sao discutidos levando-se em conta propriedades fisico-quimicas e estruturais das
substancias estudadas, bem como da matriz a qual foram aplicadas — o cabelo.

Para fomentar a discussao dos resultados, os dados tedricos de propriedades fisico-
quimicas das substancias identificadas no 6leo essencial de capim-limao sdo apresentados
na Tabela 14. Por sua vez, as estruturas moleculares daquelas substancias majoritdrias
encontram-se na Figura 22.

Propriedades fisico-quimicas das substancias estudadas e sua persisténcia em cabelos

Foi visto que a ordem de persisténcia das substancias presentes no éleo essencial
estudado, ao contrdrio do que se esperava, nao é totalmente inversa a sua ordem de eluicao
no cromatograma, ou a ordem de volatilizagdo por elas apresentada na investigacdo da
composi¢do da fracdo volatil do 6leo essencial. Por exemplo, no perfil de liberagdo do
xampu contendo fragrancia livre, o componente mirceno € aquele que apresenta maior
persisténcia em relacdo aos outros. Entretanto, € o que possui 0 menor tempo de retencao
(5,964 min) e maior volatilidade.

No capitulo I, vimos que o odor de uma substancia é percebido quando ela se
volatiliza, tendo potencial de atingir o sistema olfativo humano. A volatilidade de uma
substancia representa a sua facilidade de passar do estado liquido para o estado de vapor e
estd positivamente correlacionada com sua pressao de vapor. A pressao exercida pelo vapor
de uma dada substincia, quando em equilibrio termodindmico com a fase liquida, é
denominada “pressao de vapor”. Assim, a pressao de vapor ¢ uma medida de tendéncia de
evaporacao de um liquido. Portanto, poderiamos inferir que quanto maior a pressdo de
vapor de uma substancia fragrante, menor serd sua taxa de evaporacdo e, como
consequencia, maior a sua persisténcia em um determinado substrato.

Analisando os dados tedricos de pressdo de vapor (em mmHg) (Tabela 14), vé-se
que as ordens crescentes de volatilidade para as substancias — consideradas nos perfis de
liberacao de fragrancia ndo encapsulada —, proveniente de cabelos tratados com xampu ou
condicionador sem enxague sdo, respectivamente:
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Tabela 14. Propriedades fisico-quimicas das substancias identificadas no 6leo essencial de
capim-limao (Cymbopogon citratus, DC. Stapf), retiradas de [29].

Ponto de ~
Massa ebulicao Pressdo de
A . 1
Substancia | jecular (Da)  (°C, 760,00 VAPOX (mmHg, logP " (o/a)
25°C)
mmHg)
6-metil-5- 1262 173.1 1,277 1,947
hepten-2-ona
B-Mirceno 136,2 166,5 2,290 4,170
cis-B-Ocimeno 136,2 177 1,560 4,700
trans-f- 136,2 174,5 1,559 4,418
Ocimeno
B-Linalol 154,2 195,5 0,016 2,970
Verbenol 152,2 214,5 0,033 2,554
frans- 152.2 186,4 0,065 2,940
Crisantemal
B-Citronelal 154,3 206,5 0,028 3,297
B-Terpineol 1543 209,5 0,034 2,837
p'Memo'll'e“'3' 1543 231 0,020 2,919
a-Terpineol 154,3 216 0,028 2,670
B-Citronelol 156,3 225 0,020 3,300
cis-Citral 152,2 228 0,071 3,170
Geraniol 1543 229.5 0,021 3,560
trans-Citral 152,2 228 0,071 3,450
2-Undecanona 170,3 231,5 0,098 4,090
Acetato de 196,3 242.5 0,026 4,040
geranila
B-Cariofileno 204.4 275,5 0,013 6,300
a-Bergamoteno 204.,4 260,5 0,020 6,535
2-Tridecanona 198.,3 263,0 0,016 5,053
Oxido de 220,3 279,7 0,007 4,429
cariofileno
Selina-6-en-4-ol 222.4 298.,5 0,001 5,010

1. coeficiente de parti¢do octanol/dgua empirico, obtido a 25 °C.
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Figura 22. Estruturas moleculares das substancias majoritarias identificadas no dleo
essencial de capim-limao (Cymbopogon citratus, DC. Stapf).
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Linalol (0,02) = geraniol (0,02) = terpineol (0,03) < citral (0,07) < 2-undecanona (0,10) <
mirceno (2,29)

E linalol (0,02) = 2-tridecanona (0,02) < citral (0,07) < 2-undecanona (0,10)

As ordens de volatilidade descritas diferem da ordem de persisténcia encontrada
em ambas as situacdes (mirceno = 2-undecanona > citral =~ geraniol > linalol = terpineol,
para xampu, e 2-tridecanona > 2-undecanona =~ citral > linalol, para condicionador sem
enxague).

z

A correlacdo entre volatilidade e persisténcia de uma molécula fragrante é
encontrada na literatura em [12, 18, 21, 23]. Estes autores consideram, entretanto, que a
volatilidade de uma dada substancia fragrante pode ser alterada por outras propriedades que
influenciam a interacdo entre esta substincia e a matriz na qual ela € aplicada. Estas
propriedades refletem uma altereacdo no perfil de liberacdo de uma composicdo fragrante.
Neste estudo, exploraremos as propriedades hidrofébicas das substancias, uma vez que a
aplicacdo ocorre em queratina, uma matriz insoldvel.

Em geral, uma susbtancia € considerada hidrofébica quando apresenta baixo grau
de solubilizacdo em solventes polares e alto grau de solubilizagdo em solventes apolares.
Uma vez que se trata de uma medida relativa, uma forma de representar numericamente a
hidrofobicidade (ou lipofilicidade) de uma substidncia € calculando, ou obtendo
empiricamente, seu coeficiente de particdo entre uma fase aquosa e uma oleosa. O
coeficiente de parti¢do Sleo-dgua é denominado logP.

Desta forma, foram considerados os valores de logP para as substancias estudadas,
como medida de hidrofobicidade (Tabela 14). Para as substancias consideradas nos perfis
de liberacdo de fragrancia ndo encapsulada, provenientes de cabelos tratados com xampu
ou condicionador sem enxdgue, obteve-se a seguinte ordem de lipofilicidade,
respectivamente:

Mirceno (4,2) > 2-undecanona (4,1) > geraniol (3,6) > citral (3,3) > linalol (2,9) > terpineol
(2,8)

E 2-tridecanona (5,1) > 2-undecanona (4,1) > citral (3,3) > linalol (2,9)

Nota-se que a ordem de logP € coerente com as ordens de persisténcia
apresentadas, mostrando, portanto, que este parametro deve ser levado em consideragcdo
para prever o comportamento dos perfis de liberacao de fragrancia em cabelos.

Analisando as estruturas quimicas das substancias aqui discutidas (Figura 22), vé-
se que a maioria € classificada como monoterpenos, com modificagdes apenas em alguns
grupos funcionais. A pressdo de vapor de uma substincia depende de sua massa e tamanho
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moleculares, que no caso das substancias estudadas, sao muito préximos (Tabela 14), o que
lhes confere pouca variagdo em termos de volatilidade. Neste caso, uma varia¢do no valor
de logP € mais sensivel a estas mudangas estruturais.

Por exemplo: os isdmeros cis e trans-citral possuem a mesma férmula molecular,
massa molecular e mesma pressdo de vapor (0,07 mmHg). Entretanto, apresentam valores
de coeficiente de particdo distintos (3,2 vs. 3,5), o que reflete em perfis de liberacao
distintos, observado no percentual de decaimento na 1* hora de andlise (Tabela 15). Assim,
pode-se afirmar que, para os cabelos e substdncias estudadas, quanto maior a
hidrofobicidade da substancia, maior sua persisténcia nos cabelos.

Tabela 15. Percentual de decaimento de dreas para os componentes cis e trans-citral,
liberados a partir de mechas de cabelo tratadas com condicionador sem enxdgue contendo
6leo essencial de capim-limao como fragrancia.

Decaimento na 1 hora (%

de areas)
cis-citral 86 +1
trans-citral 83 +1

Efeitos de matriz na liberagdo de fragrancias

Comparando-se os resultados de caracteriza¢do da fracao volatil do 6leo essencial
(Tabela 12) com aqueles apresentados nos perfis de liberacdo de seus constituintes (Tabela
13), notam-se mudancas de comportamento, conforme discutido.

Desta forma, a matriz, a partir da qual as moléculas fragrantes sdo liberadas,
influencia no perfil de liberagao e na persisténcia destas substancias, e depende de fatores
como drea e morfologia de superficie, temperatura e a presenga de grupos que facilitam ou
dificultam as interacdes matriz—substincia [12]. Em um estudo de liberacdo de fragrincias
aplicadas em pele de 80 voluntarios, separados de acordo com a quantidade de sebo, grau
de hidratacdo e pH, Viulleumier e colaboradores encontraram comportamentos distintos de
acordo com o tipo de pele [13].

Sabe-se que o cabelo € formado basicamente pela proteina insoluvel queratina [2].
O cabelo virgem, ou quimicamente inalterado, apresenta uma superficie hidrofébica devido
as ligacdes de cistina encontradas na camada A e exocuticula. O material lipidico, por sua
vez, também € responsavel por esta hidrofobicidade [6].

De acordo com dados compilados por Robbins [4], a maior parte dos aminoacidos
que compde a fibra capilar possui cadeia lateral de hidrocarbonetos, seguida de uma menor
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quantidade de aminodcidos hidroxilados, e dos menos frequentes aminodcidos bdsicos e
acidos. Esta alta frequéncia de aminoacidos hidrofébicos justifica as interagdes com aquelas
substancias com maior valor de logP. Além disso, um estudo com cabelos da década de 80
sugeriu que a interacdo cabelo—fragrancia poderia estar relacionada com mecanismos de
particdo da fragrancia entre a base de xampu em que foi veiculada e a queratina que
constitui o fio de cabelo [14].

Apesar de constituir uma barreira a procedimentos quimicos, esta superficie
hidrofébica do fio de cabelo € modificavel. A acdo do meio ambiente, danos mecanicos e
tratamentos quimicos, provocam modificagdes na composi¢do quimica da cuticula, como a
formacdo do 4cido sulfénico, no caso da oxidagdo, e grupo tiol, devido a redu¢do. Como
consequéncia, observa-se uma diminui¢do do cardter hidrofébico da cuticula, pois estes
grupos sdo mais hidrofilicos que a ligacdo de dissulfeto [81]. Logo, supde-se que cabelos
quimicamente alterados apresentem comportamento distinto do encontrado neste estudo em
relacdo ao perfil de liberag¢do de fragrancia.

Efeitos da encapsulacdo da fragrancia

No estudo de liberagdo de fragrancia encapsulada, quando aplicada por meio de
xampu, nao houve diferencas significativas na persisténcia de seus constituintes quando
comparamos com a mesma composi¢do ndo encapsulada. Neste caso, o procedimento de
friccdo do frio durante a lavagem — que € mais intenso que o ato de pentear — leva ao
rompimento de cdpsulas. Ainda, o enxdgue da formulagdo dificulta a adesdo das capsulas,
que sdo provavelmente lixiviadas.

Quando a fragrancia foi aplicada por meio de formulacdo sem enxdgue, vimos que
a ordem de persisténcia das substancias analisadas é diferente daquela apresentada para a
fragrincia livre. O tempo de andlise ndo foi suficiente para que fossem detectadas
diferencas entre os perfis dos componentes citral, linalol e geraniol.

Neste caso, vimos, também, que o penteamento das mechas promove uma
liberacao sustentada com maior intensidade, quando se compara com o perfil de liberacao
das mechas que ndo foram penteadas (Figura 19). Este procedimento compde um dos
principais gatilhos de liberacdo do perfume, uma vez que € responsavel pelo rompimento
das capsulas, conforme mostrado nas micrografias eletrOnicas da
Figura 20.
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Assim, a liberacao do perfume depende de duas etapas limitantes, a saber:
1. Forcas de adesao capsulas—matriz.

As cépsulas precisam aderir na superficie do fio e permanecer aderidas ao
longo da liberagdo do 6leo essencial de seu interior.

2. Rompimento do envoltério da capsula.

Dentre outros mecanismos, o principal € o rompimento do envoltério das
capsulas, que permite a liberacdo do 6leo essencial nelas internalizado. Nesta
etapa, a interacdo das substancias isoladas com a superficie do cabelo ndo
parece ser significativa, uma vez que ndo se pode estabelecer uma ordem de
persisténcia, muito menos correlacionar com valores de coeficiente de
parti¢do, como na fragrincia livre.

Perfil de liberacdo ¢ modificado de acordo com a base cosmética na qual a fragrancia estd
inserida

Vimos que a mesma fragrancia, quando aplicada em formula¢cdes diferentes
(xampu ou condicionador), apresenta composi¢cdes de headspace distintas, o que leva a uma
percepc¢ao de odor distinta.

Binks er al. [82] mostraram que emulsdes de fragrancias em SDS retardam a
liberacdio de moléculas lipofilicas (e.g. limoneno) em detrimento de hidrofilicas (e.g.
acetato de benzila). Takuoka et al. [83] afirmam que o desempenho de um perfume
depende do coeficiente de distribuicdo das substancias que o compdem entre a fase micelar
e seio da solugcdo. Outros autores mostram que pode haver diferentes interacdes entre
tensoativos presentes em formulacdes cosméticas e fragrincias e estas intera¢des dependem
do tipo de tensoativo [11, 84].

Assim, nossos resultados mostram que a base na qual a fragrancia estd inserida,
mesmo que constituida simplesmente por um Unico tensoativo, influencia no perfil de
liberagdo de fragrancia em cabelos.
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VII. CONCLUSOES

Este estudo possibilitou concluir que:

O perfil de liberacio de uma fragrancia estd intrinsecamente relacionado a
propriedades fisicas e quimicas da matriz na qual € aplicada e das substincias que
constituem a fragrancia. Observou-se que:

a.

A persisténcia das substancias odoriferas que constituem a fragrancia
(6leo essencial de C. citratus), com massas moleculares préximas, em
cabelos virgens, dependeu de sua lipofilicidade, variando de maneira
positiva de acordo com os valores de coeficiente de particdo 6leo-dgua
(logP) das moléculas do perfume.

A matriz estudada — cabelos virgens — contribuiu para que estas
interagdes hidrofébicas fossem estabelecidas com algumas substancias da
fragrancia devido a sua composi¢ao.

A encapsulacdo de uma fragrancia modifica as forgas de adesdo de suas
substancias em relagdo a matriz de aplicagdo, modificando sua persisténcia. Neste caso:

C.

O aumento da persisténcia dependeu da adesdo das cédpsulas no fio de
cabelo.

d. A liberacio do perfume dependeu, em sua maior parte, que haja o

rompimento o envoltério da capsula.

Variando-se pardmetros do processo de encapsulacdo do dleo essencial de C.
citratus pelo método de polimerizacdo in situ, é possivel modular morfologia e tamanho das
particulas obtidas. Portanto:

€.

A acidificagdo abrupta do meio levou a formacdo de aglomerados, que
ndo sdo reduzidos pelo aumento da velocidade de agitacdo empregada
durante a formagdo das cdpsulas; enquanto que a acidificagdo lenta do
meio leva a formagdo de particulas esféricas e pouco agregadas, sendo
que, neste caso, a velocidade de agitacdo influencia no tamanho das
particulas, bem como na formacdo de agregados.

Observou-se uma proporcao ideal entre 6leo essencial de C. citratus e os
mondmeros de melamina e formaldeido durante a encapsulacdo. No
ensaio com 2,5 % de Oleo essencial foi possivel se obter valores
adequados de percentual de encapsulacdo e de rendimento, nao ocorrendo
saturacdo em termos de percentual de encapsulacdo, o que ja passou a
ocorrer com o emprego de 5% de 6leo essencial.
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Microparticulas esféricas (dy = 9 = 1 um) e rendimento de processo de
86 % foram obtidos com decaimento lento de pH aliado a agitacdo
vigorosa durante a reacdo de formacdo. Estas particulas promoveram
liberag@o controlada para os constituintes do 6leo essencial linalol e citral
(12 e 2 vezes maiores, respectivamente), mostrando um aumento da
persisténcia da fragrancia encapsulada quando inserida em formulacdo
sem enxdgue, modificando as forcas de interacdo cabelo—fragrancia
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VIII. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Este estudo visou a encapsulacdo de 6leo essencial para aplicacdo em formulacdes

cosméticas capilares e a avaliacdo da interacdo e da persisténcia da fragrancia livre e
encapsulada em cabelos, abrindo perspectivas para outros estudos com abordagens, tais

COmo:

Investigar as possiveis mudancas no perfil de liberacdo de uma fragrancia quando
aplicada em cabelos modificados por oxidagdo (descolaragdao) ou reduc¢do quimica
(alisamento).

Estudar os mecanimos de sor¢do de fragrancias na fibra capilar correlacionando as
propriedades fisico-quimicas, estruturais e moleculares do soluto (fragrancia) e do
sorvente (fibra capilar) neste processo.

Realizar planejamento experiemental e andlise quimiométirca do processo de
encapsulacdo a fim de se aprimorar o método de obtencdo e investigar outros
possiveis parametros que possuem influéncia sobre a formacdo, distribuicdo de
tamanho e morfologia do produto obtido.

Avaliar se o percentual residual de formaldeido, proveniente da reacdo de
polimerizagdo in situ se encontra em niveis aceitiveis para que haja um estudo
posterior de incorporacdo deste tipo de cdpsulas em formula¢des cosméticas
direcionadas ao consumidor;

Avaliagdo do potencial para o emprego da fragrancia encapsulada com envoltério
de melanina-formaldeido em formulacdes cosméticas capilares. Esta abordagem
envolveria:

- Avaliacdo da toxicidade in vitro e in vivo das formulacdes cosméticas
contendo a fragrancia livre e encapsulada;

- Estudos de estabilidade das preparacOes cosméticas, avaliando-se a
degradacao dos constituintes volateis em diferentes condi¢des de exposicao.
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ANEXO1

VERIFICACAO DO METODO CROMATOGRAFICO

Para garantir que a metodologia atendesse as exigéncias analiticas e assegurar a
confiabilidade dos resultados, foram verificados os parametros seletividade, linearidade e
precisao.

1. Seletividade

Seletividade € a capacidade que o método possui de medir exatamente um
composto na presenca de outros componentes como impurezas, componentes da matriz ou
moléculas com estruturas relacionadas — como derivados, produtos de degradacdo ou
isomeros [1].

O padrao analitico utilizado nos ensaios € composto de uma mistura de cis e trans-
citral. Estes isdmeros s@o estruturas relacionadas que também se encontram presentes no
6leo essencial. Desta forma, a resolugdo entre os picos cromatogréaficos de cis e trans-citral,
bem como a pureza de cada um deles, foram os pardmetros tomados para determinar a
seletividade do método.

A Figura 1 mostra o perfil cromatografico do padrao de citral, sendo que os picos
1 e 2 correspondem aos isOmeros cis e trans, respectivamente. Visualmente, houve boa
separagao entre os picos, o que pdde ser comprovado pelo cédlculo da resolucio entre eles.

O parametro resolucdo (Rs) € uma medida de separagdo de dois componentes
consecutivos. Na cromatografia em coluna ela € calculada de acordo com a Equacdo 1.

tro-t tro-t
-9 (RZ RI) :1’177 (R2 R]) Equagﬁol

Rq¢=
(W2t W) (Wh2t wyp)

onde tz é tempo de retencdo; w € distancia; b € base; h, meia altura e 1 ou 2 correspondem
aos picos do cromatograma.

A resolucdo € um termo sem unidades, sendo necessdria a utilizacdo das mesmas
unidades para tempos de reten¢do e distancias. A Tabela 1 relaciona os valores de resolugao
entre os picos de cis e trans-citral para as amostras injetadas do padrdo analitico de citral.

[1] Brasil. Resolucdo 899, de 23 de maio de 2003. ANVISA, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
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Figura 1. Cromatograma de ion total obtido por GC-MS a partir da injecdo do padrao
analitico de citral (1% v v!em hexano). Trata-se de uma mistura dos isomeros cis (pico 1)
e trans (pico 2).

Tabela 1. Resolugdo média (n = 18) entre os picos de cis e trans-citral calculada para
diferentes concentrag¢des (0,625; 1,25; 2,50; 5,0; 10,0 e 20,0 % v V'l) do padrao analitico
contendo a mistura dos isOmeros.

Resolu¢ao média Desvio padrao CV%

1,6 0,1 3,8

De acordo com Collins et al., um valor de Rs = 1,25 é suficiente para fins
quantitativos. J& Rs > 1,5, conforme obtido nos ensaios, indica separacdo completa dos
picos [2].

Uma vez que se constatou que os picos estao separados, foi necessario certificar de
que eles estdo relacionados, cada um, a apenas uma unica substincia. Isto pdde ser
atribuido por meio da avaliacdo dos espectros de massa obtidos. Além disso, o fato de ter
sido utilizado um padrio para determinacdo da seletividade do método indica a presencga de
uma unica substancia por pico.

Os espectros de massa relativos aos picos 1 e 2 da Figura 1 sdo mostrados na
Figura 2. Observa-se que os ions mais abundantes sdo os de 41 e 69 m/z, tanto para cis-
quanto para o trans-citral e a correlacio entre os espectros obtidos e os padrdes internos de

referéncia utilizados pelo detector de massas €, respectivamente, 93 e 96 %, sendo
considerada satisfatdria para pureza dos picos cromatograficos.

[2] C.H. Collins, G.L. Braga, P.S. Bonato, “Fundamentos de cromatografia”, 1* Ed., Campinas: Editora
Unicamp, 2006
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Figura 2. Comparagdo entre os espectros de massas obtidos por ionizacdo em modo
negativo (70 eV) e espectros padrio referentes aos picos de cis (a) e trans-citral (b). O grau
de correlagdo entre amostra (acima) e padrdo (abaixo) é de 93 e 96 % para os espectros de
cis (a) e trans-citral (b), repectivamente.

2. Linearidade

Este parametro representa a capacidade de uma metodologia analitica de
demonstrar que os resultados sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado [1].

A linearidade do método foi avaliada em triplicata, em trés dias diferentes, na
faixa de concentracdo de trabalho entre 0,625 — 2 % m/v. A correlagdo linear entre drea do
pico cromatografico para o padrdo de citral e sua a resposta em unidades de &rea
cromatografica foi avaliada por regressdo linear (y = ax + b). Para reduzir erros de injec¢ao,
foi adicionado as amostras o padrdo interno octadecano, resultando na curva analitica
apresentada na Figura 7 (Capitulo IV), utilizada para quantificacdo de citral.
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3. Precisao

A precisdo representa a dispersdo de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra. Neste estudo, a precisdo foi avaliada em dois niveis:
repetibilidade entre os resultados em um curto periodo de tempo por meio de seis
determinacgdes a 100 % da concentracdo do teste; e precisdo intermedidria, sob as mesmas
condicdes, mas variando-se o dia das anélises [3].

A precisdao de uma metodologia pode ser expressa por meio do desvio padrdo
relativo (DPR) ou coeficiente de variagao (CV%), calculados a partir da Equacao 2.

S
CVoy= ():() x 100% Equacio 2

onde s € o desvio padrao amostral e X, a média dos valores obtidos para as amostras.

Para verificacdo da precisdo foi empregado o 6leo essencial de C. citratus puro,
diluido 2 concentracio de trabalho de 0,5 mg g”'. Os resultados foram tomados em termos
de percentagem de drea cromatografica, tanto para repetibilidade quanto para precisao
intermedidria para os picos relativos as substancias cis e trans-citral. A precisao
intermedidria foi determinada a partir do coeficiente de variacdo relativo as medidas
realizadas em dois dias diferentes. Estes dados encontram-se na Tabela 2.

Os ensaios de repetibilidade mostraram que a resposta do sistema cromatografico
foi adequada aos fins da andlise, haja vista que os valores dos coeficientes de variagdo para
as injecoes feitas em dias distintos foram préximos de zero. Por sua vez, o coeficiente de
variacdo aumentou quando foram comparados os dois dias de injecao (1,7 % para cis e 0,9
9% para trans-citral), sendo influenciado por outras varidveis que ndo o sistema
cromatografico. Mesmo assim, os valores obtidos para os ensaios de precisdo encontram-se
abaixo do limite recomendado de 5,0 para CV%.

[3] M. Ribani, “Validagdo em métodos cromatograficos e eletroforéticos”, Quimica Nova, 27 (5), 23040,
(2004).
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Tabela 2. Repetibilidade (% area cromatografica) e precisdo intermedidria para cis e trans-
citral obtidas em dias diferentes a partir de seis determinacdes do 6leo essencial a
concentracdo de 0,5 % v v

REPETIBILIDADE
cis-Citral trans-Citral
Determinacao Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
1 36,19 35,01 50,12 48,95
2 36,13 34,95 49,45 48,99
3 36,17 34,98 49,86 48,96
4 36,17 35,02 49,34 48,97
5 36,19 34,99 49,57 48,97
6 36,17 35,02 50,02 48,94
média 36,17 34,99 49,73 48,96
Desvio padrao (s) 0,02 0,03 0,02 0,03
Repetibilidade
p( i 0.06 0,08 0.06 0,08
PRECISAO INTERMEDIARIA
cis-Citral trans-Citral
média 35,6 49,4
Desvio padrao (s) 0,6 0,5
Precisao intermediaria 17 0.9

CV%
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ANEXO II

CROMATOGRAMAS

1. Padrao de n-alcanos

Chromatogram (Zoom)

332,768

8/C16
9/C17
10/C18

1/C9
2/C10
3/CHI
4/C12
S5/C13
6/C14
7IC15
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Figura 1. Cromatograma de ions totais, obtido por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) a partir da injecdo do padrdo analitico de n-alcanos
(concentracdo de 40 ug g’1 para cada componente, diluido em hexano).
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2. Brancos e controles dos ensaios de liberacao de fragrancia
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Figura 2. Cromatogramas de ions totais, obtidos por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) a partir da injecdo de fibra de microextracdo em fase
s6lida (SPME) antes de qualquer amostragem (branco da fibra) (®) e apés amostragem de
headspace de vial sem amostra (branco do frasco) (®) e contendo mecha tratada com
formulacdo de xampu (SDS a 2,0 % m/m) sem fragrancia (controle) (®). Duas substancias
foram identificadas: (*) Tr = 11,66 min (decanaldeido), proveniente da formulacdao de
xampu, e (**) Tr = 21,95 min (siloxana), proveniente da fibra de PDMS. Os tempos de
retencdo destas substincias ndo interferiram naqueles obtidos para as substancias-alvo deste
estudo.



