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RESUMO

ANALISE DE PERDA DE FRAGRANCIA EM SABONETE EM BARRA
UTILIZANDO TECNICAS INSTRUMENTAIS E METODOS QUIMIOMETRICOS
tem por objetivo o desenvolvimento de um método empregando técnicas analiticas
instrumentais (Microextracdo em Fase Solida por Headspace e Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (HS-SPME-GC-MS),
Espectroscopia de Fluorescéncia de Raios-X e Espectroscopia no Infravermelho
Proximo) aliadas ao método quimiométrico MASLT (Multivariate Accelerated Shelf-
Life Test) para andlise de perda de fragrancia em sabonetes em barra, visando
acelerar a obtencdo dos dados necessarios para a determinagdo do prazo de
validade desse tipo de produto. As amostras analisadas foram sabonetes em barra
contendo 1,2% (m/m) de uma fragrancia de composicao conhecida e os resultados
instrumentais foram validados com a avaliacdo sensorial realizada por um painel
treinado, meétodo de analise convencional para esse tipo de estudo. As técnicas de
HS-SPME-GC-MS possibilitaram que dados originarios de instrumentacao
analitica fossem utilizados diretamente para o estudo das propriedades de
interesse e determinac¢ao do prazo de validade do produto, permitindo a realizagcao
de estudos mais rapidos e robustos, ndo baseados apenas em respostas
subjetivas oriundas de painéis sensoriais. Além disso, o prazo de validade
calculado a partir desses dados concordou com aquele determinado
sensorialmente, sendo essa a técnica mais indicada para a aplicagao em questéo.
As outras duas técnicas avaliadas (Espectroscopia de Fluorescéncia de Raios-X e
Espectroscopia no Infravermelho Préximo) se mostraram pouco adequadas para o
objetivo proposto, visto que os dados obtidos apresentaram grande interferéncia
de outras variagées ocorridas nas amostras (perda de umidade, alteracées na
apresentacdo da amostra, mudancas na microestrutura do produto, etc.), ndo
refletindo somente a perda de fragrancia.
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ABSTRACT

ANALYSIS OF FRAGRANCE LOSS IN TOILET SOAP BAR USING
INSTRUMENTAL TECHNIQUES AND CHEMOMETRICS aims at developing a
method combining instrumental analytical techniques (Headspace — Solid Phase
Micro-Extraction — Gas Chromatography — Mass Spectrometry (HS-SPME-GC-
MS), X-Ray Spectroscopy and Near Infrared Spectroscopy) and the chemometrics
method MASLT (Multivariate Accelerated Shelf-Life Test) for analysis of fragrance
loss in toilet soap bar, with the objective of accelerating the data acquisition for
determining the shelf-life of this kind of product. The samples consisted of toiled
soap bars containing 1.2% (w/w) of a fragrance of well-known composition and
instrumental results were validated through sensory analyses performed by a
trained panel, standard method for shelf-life studies in case of toilet soap bar. The
analytical techniques HS-SPME-GC-MS enabled the direct application of
instrumental analytical data for studying the properties of interest and the
determination of the shelf-life of the product, allowing faster and more robust
studies, not based only on subjective results from sensory panels. Moreover, the
shelf-life determined in this case agreed with one determined by the sensory panel,
making it the most adequate technique for the application proposed. The other two
techniques evaluated were less adequate to the objective proposed, since the data
was interfered by other sample modifications (moisture loss, presentation of the

sample, microstructure modifications, etc.) and not only by the fragrance loss.
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“Tu te tornas eternamente responsavel por aquilo que cativas.”
(A. S. Exupéry)

1






INTRODUCAO

l. 1. INTRODUCAO

O mercado de cosméticos, higiene e cuidado pessoal possui grande
relevancia para o cenario econdbmico mundial, apresentando um crescimento de
17,7% entre 2009 e 2012 e tendo como foco principal o desenvolvimento de novos
produtos, com cada vez mais valor agregado. Trata-se de um mercado que
movimentou 433 bilhdes de dblares em 2012, com destaque para a categoria de
banho, que apresenta grande penetragdo no mercado mundial, com vendas
anuais de 38 bilhdes de dblares em 2012 e um crescimento acumulado de 15,9%
entre 2009 e 2012 [1].

O Brasil € o lider da categoria de banho na América Latina, com vendas
de aproximadamente 3 bilhdes de ddlares em 2012. Apesar do constante
crescimento em vendas dos sabonetes liquidos, principalmente devido a maior
conveniéncia de uso e massivos investimentos em propaganda por parte das
empresas lideres desse mercado (Unilever e Colgate-Palmolive), os sabonetes em
barra ainda sdao consumidos em maior volume, representando 79% do total de
vendas da categoria em 2011, 65% dos langamentos em 2012 e sendo
responsavel por mais de 60% de toda fragrancia consumida no caso da categoria
de banho [1].

Cerca de 99,4% dos lares brasileiros usam sabonetes, sendo esse um dos
produtos de cuidado pessoal com maior penetracdo no mercado nacional.
Buscando aumentar ainda mais esse mercado, as empresas necessitam inovar e
adicionar valor aos produtos, uma vez que o aumento de penetracao possivel é
quase insignificante (cerca de 0,6%) [1].

No caso de agregar mais valor ao produto, existem dois atributos que
atuam como principais direcionadores de consumo para sabonetes: fragrancia e

espuma [1].
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Pesquisas de mercado mostram que cerca de 1/3 (36%) dos
consumidores americanos, por exemplo, escolhem o seu produto pela fragrancia,
sendo que esse numero aumenta para 43% entre as mulheres [1].

De fato, fragrancia é um recurso extremamente importante para as
empresas de cosméticos, higiene e cuidado pessoal. A funcdo primaria da
fragrancia nesse mercado € mascarar o odor das diferentes bases ou de
ingredientes ativos, mas ela também tem um papel fundamental para o marketing
do produto, permitindo sua diferenciacdo ou de sua marca em relacdo aos seus
concorrentes. Além disso, as fragrancias podem ajudar na entrega de aspectos
funcionais do produto, sendo relacionadas as fung¢des especificas (revitalizacao,
protecéo, cuidado, etc.) ou sendo usadas para provocar respostas emocionais

singulares em consumidores [1].

I. 2. SABONETES EM BARRA

Desde o seu surgimento, os sabonetes' sempre tiveram a funcdo de
proteger nossa saude e a das criangas. A saude esta diretamente relacionada a
limpeza e, no caso das criancas, dados mostram que quanto maior o consumo de
sabonete em um dado pais, menor a taxa de mortalidade infantil. Em paises
industrializados, o sabonete é o produto de higiene e cuidado pessoal mais
disponivel e usado diariamente. Em alguns paises em desenvolvimento, por outro
lado, esse produto ainda permanece caro e escasso [2].

A referéncia literaria mais antiga ao sabao esta relacionada a lavagem de
la e foi encontrada em pedacgos de madeira pertencentes aos sumérios e datados
de aproximadamente 2500 anos a.C.. O conceito de limpeza possui origens

' O termo sabonete refere-se a uma composigao contendo sabdo, fragrancia e outras matérias
primas, enquanto o termo sabdo refere-se somente ao produto de reagdo entre uma solugédo
alcalina e o6leos e gorduras.
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religiosas, mas nem sempre foi relacionado a algo positivo. Por séculos, os
banhos tinham usos estritamente ritualisticos e sagrados, e ndo relacionados a
limpeza. Os gregos foram os primeiros a considerar o banho por razdes estéticas
e o faziam em casas de banho publicas, enquanto os romanos, que também
possuiam essas casas, estimulavam a limpeza [2].

N&o ha dados que provem com exatiddo quando o primeiro sabao foi
descoberto. De acordo com uma lenda romana, o sabao teria sido descoberto
préximo ao Monte Sapo, local onde os antigos romanos faziam sacrificios de
animais. Quando chovia, a gordura animal resultante dos sacrificios se misturava
com as cinzas de madeiras, escorria pelas montanhas e atingia o rio Tibre, onde
as mulheres romanas lavavam suas roupas. Elas entdo perceberam que quando
usavam essa espécie de barro, as roupas ficavam muito mais limpas, com menos
esforgo. Outra teoria afirma que o sabao foi descoberto pelo povo de Galia, em
uma tentativa de extrair éleo a partir do sebo [2].

Acredita-se que os fenicios foram os primeiros a desenvolver a fabricagao
de sabao, que foi levada para a Inglaterra pelos celtas, em 1000 d.C. e, a partir de
entdo, disseminada por toda Europa. A produgcdo em maior escala ocorreu na
Inglaterra a partir do século XIV, mas a relutancia em usar o produto para lavar o
corpo manteve-se até o século XVI. Apés, o sabao continuou a ser algo raro, uma
vez que seu alto custo permitia que apenas a elite o utilizasse, assim como o
banho em si. No século XVIII, dois quimicos franceses criaram as condi¢des para
a producdo industrial de sabdo, como hoje se conhece: Nicholas Leblanc
desenvolveu o processo de obtencao de soda caustica a partir do cloreto de sodio
e Michel Eugene Chevreul descobriu a quimica dos 6leos e gorduras. As marcas
comerciais de sabonetes mais antigas e existentes até hoje datam exatamente do
final do século XVIII (Yardley (1770) e Pears (1789)), enquanto algumas das
maiores companhias do setor surgiram no século XIX (Colgate-Palmolive (1806),
Procter & Gamble (1837) e Unilever (1884)). Com o passar dos anos, as
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formulagbes foram ficando mais complexas, incorporando um numero crescente
de aditivos, e os sabonetes, que tradicionalmente tinham o objetivo de limpar a
pele, tornaram-se sistemas carregadores baratos e convenientes para entrega de
fragrancia [2].

Sabao, comumente definido como um sal de acido graxo, é o produto da
reacao entre uma solu¢do aquosa de hidroxido de sddio (ou hidréxido de potassio)
com Oleos e gorduras de fontes naturais (animais ou vegetais). Os acidos graxos
mais comumente utilizados sao oriundos de sebo, éleo de coco e 6leo de palma e a
distribuicdo das cadeias alifaticas varia de acordo com a fonte de material graxo
utilizada, incluindo cadeias de C8 a C22, bem como cadeias insaturadas, entre elas
a oleica (C18:1), a linoleica (C18:2) e a linolénica (C18:3) [2].

Assim como uma molécula de surfactante, o sabdo contém uma cabeca
hidrofilica (um grupo carboxilato) e uma cauda hidrofobica (a cadeia alifatica),
permitindo que o produto dissolva fases aquosas e organicas, forme uma
monocamada na interface ar-liquido (relacionada com a formacéo e estabilidade
da espuma), além da capacidade de limpeza [2].

Uma férmula padrdo de sabonete, por sua vez, contém sabdo de sbédio (de
75 a 85%), agua (aproximadamente 15%), fragréncia e agentes quelantes.
Pigmentos ou branqueadores (di6xido de titanio, por exemplo) também séao
utilizados [2].

No Brasil, assim como em muitos outros paises (Argentina, Africa do Sul,
etc.), a principal fonte de éleos e gorduras utilizada para a produg¢do do sabéao de
sédio € o sebo animal, especialmente o bovino. O sebo é um subproduto da
industria pecuaria, geralmente produzido por grandes frigorificos, e sua aplicacao
em sabonetes em barra é resultado da sua grande disponibilidade e menor custo
quando comparado a outras fontes de material graxo, como, por exemplo, 6leo de
palma. Mesmo passando por diversas etapas de purificacdo durante seu
processamento, incluindo o branqueamento e a desodorizacao, parte do forte odor
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caracteristico do sebo permanece no material, impactando negativamente o odor
final do sabao base. Como consequéncia, quando o sabdo base é produzido a
partir dessa fonte de gordura, a fragrancia deve ser capaz de perfumar o produto e
encobrir o odor desagradavel do sebo, assegurando que o consumidor ndo o
perceba [2].

A producao atual de sabonetes em barra contempla um moderno processo
industrial (Figura 1) que inclui as seguintes etapas:

1-  Saponificacdo: reacao entre 6leos e gorduras e hidroxido de sédio
para producao do sabao base (noodles);

2- Mexedeira: mistura da massa base (noodles) e demais matérias
primas;

3- Cilindros: homogeneizacdo em um grau superior ao proporcionado
pela mexedeira;

4-  Extrusora: produgcdo de uma massa totalmente homogénea e
uniforme;

5-  Prensa: prensagem da massa para obtencao do sabonete em barra;

6- Empacotadeira: embalagem em envoltérios ou caixinhas de papelao
[2].

P

Sabdo base (noodles)

!
[ | St
) 0 B

Mexedeira Cilindros Extrusora Prensa Empacotadeira

Figura 1 — Representacdo esquematica do processo moderno de producdo de
sabonetes.
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l. 3. FRAGRANCIAS

A histéria do desenvolvimento de fragrancias, ou perfumes, data do inicio
da histéria da humanidade. Nas civilizagdes primitivas, os homens costumavam
queimar varios tipos de madeira para manterem-se aquecidos e iluminados, e
descobriram, acidentalmente, que a fumaga tinha um cheiro agradavel quando
madeiras e ervas perfumadas eram usadas para a queima. Eles também
descobriram que ao adicionar madeiras resinosas em 4gua, essa tornava-se
oleosa e odorifera, e essa mistura podia ser aplicada sobre a pele, deixando-a
cheirosa e protegida. Vestigios de perfumes foram encontrados nas tumbas dos
farads egipcios e papiros da época contém registros de férmulas em que
elementos botanicos, minerais e animais eram empregados como agentes
odoriferos. Os antigos gregos e romanos aprenderam com 0s egipcios a arte da
perfumaria, que por muitos séculos permaneceu como algo exclusivamente
oriental. Os perfumes atingiram o ocidente somente no inicio do século XIll,
durante as Cruzadas. No século XVI, a arte da perfumaria foi levada para a Franca
através de René, de Florenca, ltalia, perfumista de Catherine de Medicis (esposa
do rei Henrique Il). Desde entdo varios séculos se passaram, mas a Franca e a
ltalia permanecem como centros mundiais de producdo e comércio de perfumes
[3].

A palavra francesa parfum deriva do prefixo latim per, que significa
através, e do substantivo fumus, que quer dizer fumaca, e era, no passado, usada
como uma designacao internacional para qualquer odor agradavel derivado de
uma fonte natural animal ou vegetal. Atualmente, essa palavra € usada nao
somente para definir os odores agradaveis provenientes de fragrancias naturais,
como também daquelas de origem sintética [3].

Para que um composto possua cheiro ou odor, duas condicdes
necessitam ser satisfeitas: (i) o composto deve ser volatil, de forma a ser

transportado até os receptores presentes na membrana nasal; (i) sua
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concentragdo deve ser alta o suficiente para ser percebida (a concentragédo
minima perceptivel varia de acordo com o composto e de pessoa para pessoa) [3].

O odor, a volatilidade e a estabilidade dos materiais usados em perfumaria
sdo determinados pelas suas estruturas quimicas. Quase todos os materiais
usados sdo compostos organicos, normalmente contendo oxigénio, algumas
vezes nitrogénio e raras vezes enxofre ou cloro. Entres os grupos funcionais mais
usados como fragrancias encontram-se os hidrocarbonetos terpénicos, os alcoois,
os aldeidos, as cetonas, as lactonas, os acidos carboxilicos e os ésteres. Alguns

exemplos desses compostos sdo apresentados na Figura 2 [3].

0
o vl
: 0
/-\
d-Limoneno o-lonona Ocimeno Galaxolide® 50 BB - almiscar
sintético
d-(1-metil-4- (4-(2,6,6-trimetil-2- (3,7-dimetil-
(1-metiletenil)- cicloexen-1-il)-3-buten-2- 1,3,6- (1,3,4,6,7,8-hexaidro-

cicloexeno) ona (isbmeros)) octatrieno) 4,6,6,7,8,8-hexametilciclopenta-

y-2-benzopirano)

Figura 2 — Exemplos de compostos quimicos usados como fragrancias.

As fragrancias sao tradicionalmente classificadas quanto a sua origem. As
naturais (aproximadamente quinhentas) sao aquelas extraidas de fontes
encontradas na natureza, através da aplicacao de processos fisicos de separacéo,
tais como destilacdo e extracdo com solvente. Essas sdo usadas ha milhares de

anos como matéria prima para perfumaria e suas fontes podem ser plantas, flores,
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frutas, sementes, madeiras, raizes, resinas vegetais, etc. Alguns animais, como o
cervo-almiscareiro, também eram usados ha séculos como fontes de fragrancias
naturais, mas seu uso vem sendo banido por organizacbes protetoras dos
animais, visto que o animal precisa ser morto para extracdo da substancia de
interesse [3, 4]. As fragrancias sinteticamente produzidas sdo muitas (cerca de
trés mil) e foram introduzidas a partir de 1837, com a obtencdo de benzaldeido a
partir do tolueno [4, 5]. Muitas delas — vanilina e rosas, por exemplo — foram
primeiramente descobertas na natureza e depois sintetizadas. Outras sdo frutos
da criatividade de quimicos e nunca foram obtidas a partir de fontes naturais.
Outras ainda foram sintetizadas para substituir um produto natural que fora
proibido, como no caso dos almiscares [3 — 6].

Durante toda a histéria das fragrancias, o desenvolvimento de técnicas
analiticas para sua analise e caracterizacdo sempre foi alvo de interesse de
pesquisadores e da industria. A industria de perfumes representa um negécio
bilionario, que movimentou cerca de 20 bilhdes de doélares em 2012, com mais de
50% desse mercado dominado pelas quatro maiores casas de fragrancias
(Givaudan, Firmenich, IFF e Symrise), sendo a IFRA (International Fragrance
Association) o organismo de regulamentacao oficial no mundo todo [7].

O desenvolvimento e aplicacdo de metodologias para a determinacao da
composi¢ao quimica de fragrancias € algo bastante desafiador e requer técnicas
modernas de amostragem e preparacdao da amostra, separacdo do analito,
deteccdo e quantificacdo. Os principais desafios nessa area sdo: a) as
concentragbes dos analitos de interesse sdao extremamente baixas (algumas
vezes abaixo de 1 ng/L), requerendo procedimentos analiticos altamente
sensiveis, com limites de detec¢cdo e quantificacdo adequados para essas
espécies; b) a maioria das fragrancias € uma mistura complexa, podendo conter
centenas de diferentes compostos organicos volateis; c) fragrancias geradas por
fontes naturais sédo sistemas dindmicos, que variam de acordo com diversos

10



INTRODUCAO

fatores (local de extracdo, luz, umidade, etc.); d) algumas fragrancias, terpenos,
por exemplo, possuem limitada estabilidade quimica, sofrendo reacdes de
degradacao quando expostas a luz, oxigénio, etc. [8].

As técnicas de separacao, ou extracdo, mais utilizadas para fragrancias
sao: hidrodestilagéo, destilacao a vapor, destilagdo a vacuo, destilagéo fracionada,
destilacdo-extracao simultanea (SDE - Simultaneous Distillation-Extraction) ou
método Lickens-Nickerson, prensagem a frio, extracdo com solvente, extracao
Soxhlet, extracdo com fluido supercritico (SFE - Supercritical Fluid Extraction),
microextracao em fase solida (SPME - Solid Phase Microextraction), extracao com
solvente orgéanico e irradiacao ultrassénica (USE - Ultrasonic Solvent Extraction), e
headspace estatico (SHS - Static Headspace) ou dinamico (DSH - Dynamic
Headspace) [8 — 38].

Para a andlise das fragrancias, a cromatografia gasosa, acoplada ou nao
a espectrometria de massas, € a técnica analitica mais empregada [8 — 38].
Narizes eletrdnicos também vém sendo desenvolvidos [34 — 38].

l. 4. PRAZO DE VALIDADE

A legislacdo brasileira, por meio da ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria), estabelece que todos os produtos industrializados, entre eles
alimentos, medicamentos, produtos de higiene pessoal, cosméticos, etc., devem
informar o respectivo prazo de validade em suas embalagens. O prazo de validade
é definido, pela prépria agéncia, como “tempo em que o produto mantém suas
propriedades, quando conservado na embalagem original e sem avarias, em
condi¢cdes adequadas de armazenamento e utilizagao” [39].

Apesar de na maioria dos casos nao definir o método ou protocolo que
devera ser utilizado para determinacdo do prazo de validade dos produtos, a
ANVISA classifica os dados de estabilidade como “registros técnicos especificos”

11
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e exige que as metodologias e conclusées que garantam o prazo de validade
declarado estejam na empresa a disposi¢do da autoridade competente para fins
de auditoria [39]. Assim, a andlise do prazo de validade pode ser definida como
um protocolo de pesquisa que tem por objetivo reunir evidéncias de que o produto
de fato atende as especificagbes legais e de mercado até o momento de seu uso
pelos consumidores [40] e os parametros e seus limites aceitaveis, bem como as
condi¢des desse protocolo sao definidos pelos pesquisadores de cada empresa,
de acordo com o produto e especificidades do mercado, visto que consumidores

atribuem valores distintos a diferentes parametros de qualidade.

l. 4. 1. ESTUDOS DE PRAZO DE VALIDADE E CINETICA QUIMICA

Cinética (palavra derivada do grego kinesis: movimento, mudanca,
mutacao) € o ramo da ciéncia que se dedica a estudar a velocidade em que as
reacdes envolvidas nos processos quimicos ocorrem e os fatores que as
influenciam (pressao, temperatura, presenca de catalisador, etc.), provendo
informagdes sobre 0os mecanismos das reacdes e estados de transicao [41].

As teorias e conceitos envolvidos nesse ramo da ciéncia nao seréo
detalhadamente descritos na introdugcéao desse trabalho e informacgdes a respeito
podem ser encontradas em HOUSE [41].

Em resumo, a velocidade de uma reac¢do quimica genérica do tipo:

aA+bB+..2>cC+dD+.. (Equacéo 1)
segue a seguinte relacao:

po_LdlAl_ 1d[B]_1dIC]_1d[D]_ (Equagéo 2)
a dt b dt c dt d dt

onde v € a velocidade da reacao e d[XJ/dt € a taxa de variagdo da concentracao

molar de uma dada espécie X com relacao ao tempo [40 — 43].
A equacéo integrada da velocidade dessa reagéo € entdo escrita como:

v=k[A]"[B]"... (Equacéo 3)

12
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onde k é a constante de velocidade (que independe das concentracdes de
quaisquer das espécies) e m e n sao as ordens de reacdo com relacdo as
espécies A e B, respectivamente [40 — 43].

No caso do prazo de validade de bens de consumo, entretanto, o estudo
de velocidade normalmente ndo é feito com base na variacdo da concentracao
molar de uma dada espécie quimica, mas sim na variagdo de uma ou algumas
propriedades de interesse com relacdo ao tempo de vida do produto. Em geral, a
natureza complexa de produtos de higiene e limpeza, cosméticos e farmacos, que
podem possuir dezenas de ingredientes em sua formulagcdo, e de produtos
alimenticios, que usualmente apresentam interagées entre centenas de compostos
diferentes, torna impraticavel a definicio do prazo de validade através da
determinacao direta de concentracdes das espécies quimicas envolvidas [40].

Nesse caso, aplicando-se duas aproximag¢des (de que a concentracdo
molar da uma espécie quimica pode ser substituida pelo valor medido de uma
dada propriedade P e de que a variagdo dessa propriedade € independente das
demais) a equacao integrada da velocidade pode ser reescrita como:

v=€§1:kp" (Equagcio 4)
t

onde P é a propriedade de interesse, k a constante de velocidade e n & a ordem
global para o processo de degradacao [40 — 43].

A degradacao da maioria das propriedades de interesse em bens de
consumo segue cinética de ordem pseudo-zero, pseudo-um ou pseudo-dois, e,

por isso, a integracao da Equacéao 4 gera as seguintes solucdes:

P—-P =kt para cinética de ordem pseudo-zero  (Equacéo 5)

h{ij =kt para cinética de ordem pseudo-um (Equacéo 6)
0

%—% =kt para cinética de ordem pseudo-dois  (Equacao 7)
t 0

13
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onde P; é o valor da propriedade de interesse?® P no tempo te Py é o valor dela no
tempo zero [40 — 43].

Através da aplicacdo desses conceitos e da definicdo dos limites
aceitaveis®, ou pontos de corte, para uma dada propriedade P é possivel, entdo,
calcular o tempo envolvido na variacdo dessa propriedade de Ppa P; a uma
determinada temperatura, sendo esse tempo correspondente ao prazo de validade

do respectivo produto para aquela condicao.

l. 4. 2. ESTUDOS DE PRAZO DE VALIDADE ACELERADOS

Considerando a teoria acima apresentada, a determinacdo do prazo de
validade de um produto requereria que o estudo fosse conduzido até que um
parametro atingisse um nivel inaceitavel de qualidade (ponto de corte) quando
estocado em temperatura ambiente. Apesar deste fato ndo ser restritivo para
produtos de prazo de validade curto, ele inviabilizaria a condugdo de um estudo
completo para bens de consumo de longa validade e, por isso, a conducéao de
estudos acelerados de prazo de validade é pratica comum na industria de bens de
consumo [40].

Estudos de prazo de validade acelerados consistem em submeter o
produto de interesse a condicdes mais severas de estocagem (temperaturas
elevadas, ciclos de temperatura, variacdo da umidade relativa do ambiente, fontes
de radiacao, etc.), com o objetivo de que a variacdo da(s) propriedade(s) de
interesse ocorra de maneira mais rapida (ou acelerada) do que a temperatura
ambiente [40].

? A propriedade de interesse P ndo precisa ser necessariamente um dado instrumental. Dados
oriundos de painéis sensoriais podem ser aplicados para esse fim. A Unica restricao existente é
que os dados sejam numéricos e continuos, independente de sua origem.

® Limite de uma dada propriedade P, quando essa deixa de atender aos limites definidos pelas
legislagdes aplicaveis e/ou pelo mercado.

14
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Uma das formas mais frequentes de acelerar esses estudos é submeter o
produto a estocagem em altas temperaturas, visto que k € dependente da
temperatura e a maioria das reacdes que ocorrem em bens de consumo seguem a
lei de Arrhenius (Equacao 8), ou seja, quanto maior a temperatura maior a

velocidade da reacao:
k, = Ae” /&1 (Equagio 8)

onde kr € constante de velocidade da reacdo para uma dada temperatura T, o
parametro A é chamado de fator pré exponencial ou fator de frequéncia, Ea é a
energia de ativagdo da reacao em estudo e R é a constante dos gases [40 —43].
Os resultados obtidos a altas temperaturas sao calculados e entado
extrapolados para a temperatura ambiente, permitindo a conclusédo desses

estudos em prazos consideravelmente menores.

l. 4. 3. ESTUDOS DE PRAZO DE VALIDADE PARA SABONETES
EM BARRA

No caso de sabonetes em barra, sdo quatro as propriedades (P) de
interesse controladas durante estudos de prazo de validade: teor de umidade, cor,
caracteristica (hedbnico) e intensidade de fragrancia.

O teor de umidade é controlado para atender questdes legais, uma vez
que a perda de umidade ao longo do prazo de validade afetard o peso da barra de
sabonete e, no Brasil, h4 um limite maximo para essa variagao estabelecido pelo
INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia) [44]. Essa
propriedade € controlada por medidas instrumentais e, geralmente, analisada por
titulacdo Karl Fischer ou andlise gravimétrica (teor de volateis). Alteracdes no teor
de umidade ocorrem devido a processos fisicos de evaporacgao [2].

O controle de cor da barra é realizado para atender uma especificacao de
mercado, visto que alteragdes nessa propriedade séo facilmente percebidas pelos
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consumidores. O valor dessa propriedade é medido visualmente, através do uso
de um painel treinado, e/ou por meio de medidas instrumentais obtidas com o uso
de um espectrofotdbmetro. Alteragdes na cor da barra sao, na maioria das vezes,
originadas a partir de processos quimicos de oxidacao e hidrolise de componentes
de fragrancia e/ou de sabdes insaturados [2].

A fragréncia, como ja mencionado anteriormente, € um dos dois principais
direcionadores de consumo no caso de sabonetes e, por isso, a monitoracao de
propriedades ligadas a ela ao longo do prazo de validade faz-se extremamente
necessario e visa atender as expectativas do consumidor, isto €, entrega de
fragrancia intensa e sem alteracdo de carater e intensidade ao longo de todo o
prazo de validade.

As alteracdes de carater e intensidade de fragrancia sao, no geral,
resultados de processos fisicos de difusdo e volatilizagdo, mas também podem
envolver reagdes quimicas de oxidacao e hidrélise, entre outras. Esses processos
ocorrem em velocidades distintas para cada componente da fragrancia (em funcao
dos diferentes valores de ponto de ebulicdo e pressdao de vapor), gerando um
processo multivariado. Apesar da criticidade envolvida nesse processo, as
avaliagbes de fragrancia em sabonete em barra sdo realizadas por técnicas
sensoriais, devido a dificuldade técnica envolvida na extracdo da fragrancia para
analise.

As técnicas sensoriais podem ser divididas em andlise discriminativa ou
descritiva. As andlises discriminativas determinam se duas ou mais amostras sao
diferentes, ou seja, se existem diferencas percebidas entre elas, e sdo aplicadas
em amostras que tém suas formulacdes alteradas ou que foram produzidas a
partir de processos diferentes, sendo realizadas por painéis de consumidores ou
por uma equipe de pessoas treinadas para essa avaliacdo (painel treinado). As
analises descritivas, por sua vez, sao utilizadas na avaliacao de atributos de um
produto especifico, podem ser qualitativas (descrevem as caracteristicas do
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produto avaliado) ou quantitativas (graduam atributos especificos) e séo
realizadas por um painel de pessoas treinadas [45].

No caso de avaliacdo de fragrancia em sabonetes em barra para estudos
de prazo de validade, a técnica sensorial utilizada é a analise descritiva, realizada
por um painel treinado (usualmente 6 a 12 individuos) e baseada em escalas
previamente definidas. Geralmente, as amostras sdo analisadas com relagéo a
carater e intensidade e as avaliacGes sao feitas as cegas. A avaliacdo cega
significa aquela realizada pelo painel na auséncia de qualquer expectativa®, ou
seja, quando o produto € avaliado fora de sua embalagem e codificado com
nameros. Além disso, a avaliagdo pode ser monadica (uma amostra por vez) ou
comparativa, quando diferentes amostras sao comparadas entre elas ou
comparadas com uma amostra padrdao utilizada como referéncia (geralmente,
amostras estocadas a baixas temperaturas (onde as reacbGes de
envelhecimento/degradagcéo estariam virtualmente paradas), com o objetivo de
simular um produto recém produzido).

Para realizacdo dos estudos, amostras de sabonete em barra sao
produzidas e maceradas® por 15 dias. Apés esse periodo, as barras sdo
embaladas na embalagem final de mercado e estocadas em diferentes condi¢des
de temperatura, geralmente por um periodo de 90 dias. Todas as amostras
utilizadas para um dado estudo devem ser iguais (mesmo lote, mesmo processo,
etc.).

As condic¢des de estudo podem variar de acordo com o protocolo de prazo
de validade definido por cada empresa, mas usualmente sao elas:

* A expectativa representa o quanto o painelista espera gostar ou ndo do produto sem de fato o ter
avaliado, mas apenas observado a sua embalagem.

> Apds sua producdo, as barras de sabonetes sdo mantidas em repouso por um periodo de 15 dias,
chamado de maceracédo. Esse periodo € indicado pelas casas de fragrancia e tem por objetivo
garantir melhor interacao entre a base do sabonete e a fragrancia.
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- temperaturas de 5 a 10 (geladeira), 27 (ambiente), 37 e 45 °C — algumas
vezes, temperaturas ainda mais altas também sao utilizadas (50 ou 60 °C);

- avaliacao das amostras no tempo zero e apos 7, 15, 30, 45, 60 e 90 dias
de estocagem.

Os resultados obtidos sdo analisados e, geralmente, considera-se que 90
dias a 45 °C corresponde a 24 meses a temperatura ambiente, ou seja, uma
amostra aprovada ao final do estudo a 45 °C podera ser comercializada com um
prazo de validade de 24 meses.

Os principais problemas ou desafios envolvidos nos estudos de prazo de
validade para sabonetes sao:

- apesar da correlacao citada acima (90 dias a 45 °C corresponde a 24
meses a temperatura ambiente) ser considerada como uma regra na industria de
sabonetes, ela ndo possui qualquer validagéo cientifica;

- a correlagdo acima considera que o comportamento de todas as
fragrancias e de todas as diferentes formulacdes de sabonetes € sempre o
mesmo, 0 que nao é correto;

- mesmo sendo o0 procedimento padrao para esse tipo de avaliacédo, o
painel sensorial treinado fornece resultados de baixa resolugédo, impedindo o
desenvolvimento de modelos matematicos mais precisos e estudos mais rapidos
para definicdo do prazo de validade;

- para esses estudos, métodos instrumentais ndo s&o geralmente
utilizados devido a dificuldade envolvida na extracdo da fragrancia e ao custo de
instrumentacao, mao de obra, além do tempo de andlise, principalmente a etapa
de extracao;

- todas as consideragcbes acima mencionadas restringem a evolucao dos
protocolos de estudos de prazo de validade hoje utilizados pela industria de
sabonetes, impedindo o langamento de novos produtos em periodos de tempo
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menores, bem como desperdigcando recursos (pessoas, tempo e dinheiro) em
estudos pouco exatos.

I. 5. QUIMIOMETRIA

A quimiometria, segundo a Sociedade Internacional de Quimiometria, é a
area da quimica que emprega meéetodos matematicos e estatisticos para planejar
ou selecionar experimentos de forma otimizada, fornecendo o maximo de
informacdes quimicas com a analise dos dados [46].

De todos os ramos da quimica classica, talvez a quimica analitica tenha
sido a mais afetada pelo desenvolvimento recente da instrumentacdo quimica
associada a computadores. De fato, a Chemometrics Society, organizacao
internacional dedicada ao uso e desenvolvimento de métodos em quimiometria, é
composta principalmente por quimicos interessados em problemas analiticos.
Atualmente, é muito raro encontrar qualquer periédico respeitavel sobre pesquisas
em quimica analitica que n&o traga artigos reportando dados obtidos com o auxilio
de microcomputadores ou tratados por matematica multivariada ou métodos
estatisticos, sempre com o objetivo de melhorar a qualidade dos resultados ou
facilitar a sua interpretacao [47].

Diversos sdo os métodos estatisticos usados no tratamento dos dados
multivariados e entre eles destaca-se a andlise por componentes principais ou

PCA (Principal Component Analysis).

l. 5. 1. ANALISE POR COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA)

A analise por componentes principais € a base fundamental da maioria
dos métodos modernos para tratamento de dados multivariados. Trata-se de uma
importante ferramenta de compressdo de dados que permite a reducdo da
dimensionalidade original, sem perda de informacéao relevante [48].
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O conjunto de dados a ser analisado é organizado em uma matriz de
dados XeR™, em que N representa o nimero de amostras e P o0 nimero de
variaveis®. O objetivo da analise por componentes principais na matriz X €, em
geral, simplificar, reduzir a dimensdo original dos dados, modelar, detectar
amostras anOGmalas (outliers), selecionar as variaveis de maior importancia,
classificar e predizer dados [49].

Quando essa anadlise é aplicada, a matriz X é representada como o
produto de duas matrizes distintas, Te R e Le R™, em que F representa o
namero de dimensdes do novo espaco, além de uma matriz de residuos, E:

X=TL'+E (Equacao 9)

Isso corresponde a projetar X em um novo espago de F dimensdes.
Quando o numero de componentes principais, PC (Principal Component), ou
fatores, F, € pequeno quando comparado a N e P, essa modelagem possibilita
uma consideravel reducdo da dimensionalidade e simplificacdo dos dados. E
quando os residuos, E, sdo pequenos, quando comparados com a variacao em X,
o modelo criado € uma boa representacao de X [50].

A matriz T, Equacgao 9, é a matriz de scores e descreve a projecao das N
amostras no novo espaco de F dimensdes, definido pela matriz de loadings L. Os
scores sao as novas coordenadas das amostras, no novo sistema de eixos das
componentes principais, enquanto os loadings expressam 0 peso ou contribuicdo
de cada variavel original na obtengédo do novo sistema de eixos [48 — 52].

Além disso, a primeira componente principal, PC1, é a combinacgéo linear
de méaxima variancia (isto €, de maxima informacao) das variaveis originais. A

7

segunda componente, PC2, é ortogonal a PC1 e contém a segunda maior

6 Seguindo a convengdo em élgebra linear, neste trabalho arranjos foram representados por letras
mailsculas sublinhadas em negrito, matrizes por mailsculas em negrito, vetores por letras
mindsculas em negrito e escalares por minusculas em italico. As dimensdes de arranjos, matrizes e
vetores foram representadas por letras mailsculas em italico.
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variancia. A terceira, PC3, apresenta a terceira maior variancia e é ortogonal as
duas primeiras PCs, e assim sucessivamente. Como esses eixos sdo calculados
em ordem decrescente de importancia, a informacgéao relevante fica concentrada

nas primeiras PCs [50].

I. 5. 2. MULTIVARIATE ACCELERATED SHELF-LIFE TEST
(MASLT)

O MASLT é um método quimiométrico de analise de dados multivariados,
desenvolvido por PEDRO [40], com o objetivo de modelagem e previsdao dos
métodos cinéticos e da teoria classica para determinacao do prazo de validade de
bens de consumo. Ele permite o uso direto de dados obtidos a partir de métodos
instrumentais e baseia-se na compressdo do espaco definido pelas variaveis
originas através de uma PCA, de onde as informacdes relativas aos padroes de
degradacao do produto no tempo serao extraidas. Os scores de cada componente
principal sao utilizados como a propriedade de interesse P (vide Equacgao 4) no
célculo dos parametros cinéticos, enquanto que os loadings sao utilizados para
interpretar quais variaveis tiveram influéncia significativa na alteragcdo do produto
(Figura 3) [40].
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Figura 3 — Representacdo do MASLT.

Duas premissas importantes desse método sao:

- a alteragéo do produto em fungéo do tempo constitui a principal fonte de
variagdo do conjunto de dados (uma vez que as amostras sejam idénticas no
momento da armazenagem e que as condicbes de estocagem sejam controladas
adequadamente, a PCA sera orientada por fendmenos relacionados ao tempo);

- como o método utiliza uma PCA para analise dos dados, as
componentes principais sdo extraidas em ordem decrescente de variancia
explicada, fazendo com que as primeiras PCs tragam informacdes relativas a
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degradacao do produto, enquanto as demais explicam ruidos instrumentais ou

processos nao relacionados ao tempo [40].

O potencial do método MASLT para analise de dados fisico-quimicos,

sensoriais e espectroscopicos e determinacdo do prazo de validade de bens de

consumo foi publicado em 2009 por PEDRO [40], com aplicagées envolvendo um

produto industrializado concentrado de tomate e um produto cosmeéticos (logéo

corporal) [40].

I.5.2.1. ALGORITMO DO MASLT

O MASLT é executado de acordo com as seguintes etapas [40]:

1.

Os dados sdo organizados em um arranjo do tipo Xe RV, onde N é
0 numero de amostragem no tempo por condicdo de estocagem, K€ o
numero de varidveis e C denota o numero de condi¢des de estocagem;
O arranjo X € desdobrado nas condi¢cdes de estocagem para formar a

matriz aumentada Xe RV (Figura 4)”;

. Se necessario, procedimentos de pré-processamento sdo aplicados na

matriz X e a matriz X, € obtida;

Uma PCA é realizada na matriz X, de modo a obter as matrizes de
scores (T) e loadings (L), bem como a tabela de varidncia explicada
para cada PC. As primeiras R PCs, que descrevem a maior quantidade
de variancia do conjunto de dados originais, sdo selecionadas;

A matriz Te R““*é separada em C matrizes T¢ e R"* distintas;

’ Para utilizacdo do MASLT, os dados devem ser organizados de maneira apropriada para que

informacdes relativas ao tempo e as condi¢des de estocagem sejam mantidas na PCA.
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6. Sao construidos graficos de scores vs. tempo para as R PCs que
capturam a maior quantidade de variancia e sdo identificadas as que
tém relacao temporal;

7. Para as PCs relacionadas com o tempo, sao identificadas as ordens de
reacdo e determinados os parametros cinéticos multivariados,
utilizando os scores como propriedades nas Equacdes 4 a 8;

8. Os graficos de loadings das PCs relacionadas com o tempo séo
construidos e os comportamentos observados sédo relacionados com

fendbmenos de degradagéo do produto;

Se o perfil de uma amostra limitrofe (ponto de corte) estiver disponivel,
0s loadings sédo usados para calcular os parametros multivariados de

corte das PCs relacionadas com o tempo, como segue:

9. As caracteristicas da amostra limitrofe sdo concatenadas no vetor x"
e R,

10.A mesma rotina de pré-processamento realizada na etapa 3 é
executada novamente sobre o vetor X;

11.A matriz de loadings € utilizada o calculo dos scores de corte para
cada PC:
terit' = Xa'L (Equacéo 10)
onde terit' € 0 vetor de scores criticos ou de corte, Xz é um vetor linha e
L € a matriz de loadings obtida na etapa 4;

12.Finalmente, a validade estimada do produto € calculada através da
projecdo do score de corte da condigdo acelerada na condicdo de

mercado [40].
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Figura 4 — Procedimento de desdobramento do arranjo de dados X nas condicdes

de estocagem.

l. 5. 3. PRE-PROCESSAMENTO DE DADOS

Com o objetivo de eliminar fontes de variacdo de pouco interesse, como
efeitos de linha de base, translacdes e rotacdes dos dados, pré-processamentos
sdo realizados nos dados originais na maioria das vezes.

O pré-processamento mais simples e comum, bem como amplamente
utilizado nos dados de espectroscopia, consiste em centrar os dados na média.
Basicamente, subtrai-se o elemento de cada coluna pelo valor médio dos
elementos dessa coluna, obtendo-se como resultado uma matriz na qual todos
tém média zero. Esse procedimento translada o sistema de origem até o centro do
conjunto de dados e tem por objetivo evitar que durante a PCA uma das PCs seja
empregada apenas para esse fim, ou seja, para descrever a translagao [53].

Outro exemplo de pré-processamento é método OSC (Orthogonal Signal
Correction). Esse método foi originalmente desenvolvido para aplicacoes
envolvendo dados de Espectroscopia no Infravermelho Préximo e tem por objetivo
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remover variagdes do conjunto de dados (principalmente ruido instrumental) que
nao estejam relacionadas as propriedades de interesse, mas que poderiam
interferir no modelo a ser obtido [54].

l. 5. 4. PRE-TRATAMENTO

Em algumas situacdes, transformacbes sao realizadas nos dados para
remover matematicamente fontes de variagdo indesejaveis. Entre estas
transformacdes destaca-se o algoritmo COW (Correlation Optimized Warping),
muito usado no processo de alinhamento de picos cromatograficos,
espectroscépicos e de ressonancia magnética nuclear [55, 56].

Em poucas palavras, o algoritmo COW realiza o alinhamento dividindo o
cromatograma em diversos segmentos que sofrem deformacdes lineares (sendo
esticados ou contraidos) chamadas de warping, em combinacdo com
interpolagdes, otimizando os coeficientes de correlacdo entre os segmentos
correspondentes aos cromatogramas de referéncia (determinado pelo usuario) e
da amostra [55, 56].

. 6. METODOS UTILIZADOS PARA EXTRACAO DE
FRAGRANCIAS

Como mencionado anteriormente, existem diferentes técnicas
empregadas para separagado ou extracao de fragrancia, entre elas as técnicas de
headspace e microextracdo em fase solida, utilizadas no caso de analise de
fragrancias em sabonetes em barra [57] e empregadas no presente trabalho.
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l. 6. 1. HEADSPACE ESTATICO E DINAMICO

A extracdo por headspace considera o confinamento (com ou sem
aquecimento e/ou agitacdo) da amostra em um recipiente fechado (geralmente um
vial) e coleta dos compostos volateis presentes na parte superior do frasco
(headspace) [57 — 59].

Os métodos de extragdo por headspace, estatico ou dinamico, sao
amplamente aplicados para extragdo de fragrancias [57 — 59]. Em um artigo
publicado em 2006, JURGENS et al. [20] usaram headspace dinamico para coletar
os volateis emitidos pelas flores da planta Apocynaceae, visando um melhor
entendimento do papel que esses odores exercem na atracdo de agentes
polinizadores. As flores foram colocadas em sacos de polietileno e os volateis
emitidos foram coletados em tubos adsorventes preenchidos com uma mistura de
Tenax-TA® e Carbotrap®. As amostras foram dessorvidas termicamente e
analisadas por GC-MS. Foram detectados 170 diferentes compostos volateis e
destes 128 foram identificados. Os resultados levaram os autores a concluir que
as espeécies dessas plantas podem ser divididas em dois grupos: (i) espécies
dominadas por monoterpendides (linalol, ocimeno), (ii) espécies dominadas por
benzenodides (benzaldeido, fenilacetaldeido, acetato de 2-feniletila). As espécies
contendo esses dois grupos de compostos sao polinizadas pelas mesmas
espécies de Hymenoptera (vespas e abelhas) e Lepidoptera (borboletas e
mariposas) e, possivelmente, esses insetos sado atraidos por ambos,
monoterpendides e benzendides. Por outro lado, espécies dominadas somente
por benzendides atraem um grupo especifico de agentes polinizadores (espécies
especificas de Hymenoptera e Lepidoptera), diferente daquele atraido por
espécies dominadas exclusivamente por monoterpendides [20].

Os pesquisadores da empresa Firmenich, a segunda maior casa de
fragrancias do mundo [7], publicaram em 2010 um artigo relatando o uso de
headspace dindmico para monitorar a liberacdo de fragrancias em toalhas de
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algoddo em tempo real. Um sistema inovador foi construido, usando um sistema
criogénico modulado longitudinalmente e montado ao redor de um Joop de
amostragem. Verificou-se que o sistema € adequado para analises de compostos
com ponto de ebulicdo entre 190 e 320 °C, que é o caso da maioria das matérias
primas usadas em perfumaria. O novo dispositivo foi usado com sucesso para
monitorar a liberacdo de oito compostos odoriferos presentes em toalhas de
algodao tratadas com um agente amaciante contendo fragrancia. Os ensaios
foram realizados na temperatura de 25 °C e um LTMGC (Low Thermal Mass Gas
Chromatography) foi utilizado para a caracterizacdo dos compostos [21].

. 6. 2. MICROEXTRAGAO EM FASE SOLIDA (SPME)

A técnica de SPME é baseada na adsorcdo de analitos (coletados
diretamente na amostra, SPME, ou em vials de heapspace, HS-SPME) em um
filme de uma fase extratora imobilizado sobre a superficie de uma fibra de silica
fundida. Os extratos podem ser dessorvidos termicamente ou com auxilio de
solventes. Algumas das vantagens desse tipo de extragdo sédo: o ndo uso de
solventes (para o caso de dessorgao térmica), alto poder de concentragdo dos
analitos de interesse e a combinagado da extracao, pré-concentracao e introdugéao
da amostra em uma Unica etapa. As principais desvantagens da técnica, por outro
lado, incluem a fragilidade da fibra, resultando em reduzido tempo de uso, e seu
alto custo, além de problemas de efeito de meméria e baixa reprodutibilidade [56 —
58, 60 — 61].

Em 1989, o desenvolvimento da técnica de microextracado em fase sélida,
por BELARDI e PAWLISZYN [22], foi um importante marco na area de extragao de
fragrancias. ZAKARIA et al. [23] publicaram em 2010 um artigo comparando trés
diferentes técnicas de extracao de fragrancias: hidrodestilacao, extragcdo Soxhlet e
microextracao em fase sélida, SPME. As trés técnicas foram utilizadas para extrair
0s compostos ativos responsaveis pela fragrancia das flores de Citrus grandis. A
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hidrodestilacdo foi realizada a 100 °C, seguida de uma extracdo com
diclorometano. No caso da extragdo Soxhlet, as amostras foram submetidas a 3
horas de exiracdo, novamente utilizando diclorometano como solvente. Para
SPME, trés diferentes fibras foram usadas: PDMS/DVB
(polidimetilsiloxano/divinilbenzeno), CAR/PDMS (Carboxen®/polidimetilsiloxano), e
PDMS (polidimetilsiloxano). Todas as amostras obtidas pelas trés diferentes
técnicas de extracdo foram caracterizadas por GC-MS. Na técnica de
hidrodestilagdo, os teores de ocimeno e linalol detectados nas flores foram
maiores que nos brotos em 7,37% e 15,93%, respectivamente e o limoneno foi o
composto majoritario detectado nos brotos (4,57%). Com a extracao Soxhlet, a
composigcao dos brotos foi determinada como 27,25% de limoneno, 5,55% de
ocimeno e 2,97% de linanol. Algumas diferengcas foram encontradas nos
cromatogramas obtidos a partir das amostras de hidrodestilagdo e Soxhlet. A dgua
€ um solvente polar e acelera muitas reagdes, incluindo a degradacdo de
fragrancias por hidrolise. Assim, a auséncia de agua na extragcdo Soxhlet evita a
degradacdao dos compostos, com menos produtos de degradacdo sendo
observados nesses cromatogramas. Os desempenhos das trés diferentes fibras
de SPME foram comparados com relacédo a recuperacao de volateis e a fibra de
PDMS se mostrou a mais eficaz. Segundo os autores, SPME combinada com GC-
MS representa uma técnica simples, rapida, altamente sensivel e que dispensa o
uso de solventes, sendo uma O6tima alternativa para substituir as técnicas
convencionais para analise de volateis [23].

LAMAS et al. [24] publicaram em 2009 um artigo no qual descrevem o uso
de SPME e GC-MS para determinacdao de compostos alergénicos provenientes de
fragrancia em &gua de banho de bebés. Varios parametros foram avaliados
através de um planejamento fatorial, que forneceu como resposta a eficiéncia da
extracao. O método final foi definido como amostragem por headspace a 100 °C,
por 20 minutos, usando fibora de DVB/PMDS (divinilbenzeno/polidimetilsiloxano),
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com adicao de 2 g de NaCl. O método mostrou boa linearidade e precisdo para
todos os compostos analisados, com limites de detecc¢ao variando de 0,001 a 0,3
ng/mL. Nove amostras de agua de banho foram analisadas e quinze diferentes
compostos alergénicos provenientes de fragrancia foram encontrados, entre eles
linalol, limoneno, pineno e citral [24].

Em 2010, esses mesmos autores, LAMAS et al. [25], publicaram outro
artigo citando o uso de extracdo em fase sélida seguida de microextragdo em fase
sblida (SPE-SPME) para a analise de vinte e quatro compostos alergénicos
provenientes de fragréncia no ar de ambientes fechados. Durante o processo de
SPE, amostras de ar (coletadas de diversos ambientes internos: cozinhas,
banheiros, quartos, etc.) foram bombeadas através de um funil de vidro contendo
Florisil®. Feito isso, 0 adsorvente foi transferido para vials e submetido a SPME,
utilizando condigdes otimizadas previamente definidas. As amostras foram
caracterizadas por GC-MS. O método otimizado apresentou alta exatidao
(recuperacao acima de 85%) e precisao (desvio padrao relativo abaixo de 15%) e
limite de deteccdo abaixo de 4 ng/m®. Quatorze dos vinte e quatro analitos
identificados pelo SCCNFP (Scientific Committee on Cosmetic Products and Non-
Food Products) como compostos alergénicos provenientes de fragrancias foram
identificados nas amostras de ar analisadas, em concentracdo da ordem de pg/m3
em alguns casos. Quatro desses compostos, alcool benzilico, linalol, ionona e lilial,
foram encontrados em quase todos os ambientes, chamando a atencdo para a
presenca deles em locais fechados [25].

Em 2007, PEDERSEN-BJERGAARD et al. [26] publicaram um relatério
sobre 0 nono ExTech (Extraction Technologies) Symposium, que ocorreu nesse
mesmo ano na Dinamarca. PAWLISZYN, um dos responsaveis pelo
desenvolvimento da técnica de SPME, era um dos palestrantes nesse evento e
apresentou um dispositivo para uso de SPME a frio para extragcao de fragrancias.
Os resultados apresentados pelo pesquisador demonstraram que o uso de SPME
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a frio resulta em maior detectabilidade quando comparado a técnica convencional.
Os autores desse artigo citaram que diversas outras apresentagées durante o
congresso demonstraram o grande potencial da técnica de SPME como poderosa
ferramenta para extracao de fragrancias [26)].

. 7. TECNICAS ANALITICAS UTILIZADAS PARA
CARACTERIZACAO DE FRAGRANCIAS

I.7.1. CROMATOGRAFIA GASOSA E CROMATOGRAFIA GASOSA
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A definicdo geral da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry) para cromatografia
é: “... um método, usado primariamente para a separacao dos componentes de
uma amostra, no qual os componentes sao distribuidos entre duas fases, sendo
uma delas estacionaria, enquanto a outra se move. A fase estacionaria pode ser
um sélido, um liquido sobre um suporte, ou um gel. A fase estacionaria pode ser
acondicionada em uma coluna, espalhada como uma camada, ou distribuida como
um filme ... A fase movel pode ser gasosa ou liquida.” [62].

Dentre as diversas modalidades existentes, a Cromatografia Gasosa é
intensivamente utilizada, sendo uma poderosa técnica de separacéo para analise
de compostos volateis, bem como uma ferramenta analitica bastante versatil,
podendo ser utilizada com diferentes tipos de detectores, seletivos ou universais,
tais como o detector por captura de elétrons (ECD — Electron Capture Detector), o
detector de massas (MS — Mass Spectrometer), o detector por ionizacdo em
chama (FID — Flame lonization Detector), entre outros [58].
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A popularizacdo da GC (Gas Chromatography) mudou profundamente a
industria de fragrancias, eliminando as férmulas secretas, intensificando a
competicdo, aumentando a preocupagdo com seguranca e meio ambiente e, é
claro, refinando o desempenho das medidas analiticas [4]. Todos os artigos
mencionados anteriormente utilizam a cromatografia como técnica analitica para a
deteccao de fragrancias, na maioria das vezes, cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Em um artigo publicado em 2002, ASTEN [30] cita a
importadncia da cromatografia gasosa e da cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas para analise de perfumes no meio industrial. Tanto
empresas de perfumes quanto de cuidados para casa e higiene pessoal
dependem de GC e GC-MS para revelar a composicao de fragrancias, realizar
controle de qualidade, analisar produtos de concorrentes (abertura de férmula) e
analisar substéncias presentes em baixissimas concentrac¢des, tanto no substrato
quando no headspace. O estado da arte de formulacées de perfumes € baseado
no indice de Kovats (Kl — Kovats Index) e nas bases de dados de espectrometria
de massas. Para determinar a composicdo de uma amostra de fragrancia, as
empresas se baseiam em cromatografia gasosa usando coluna capilar e dois
diferentes detectores: FID e espectrdmetros de massas. A amostra de fragrancia
é, apos diluicdo apropriada, analisada em pelo menos duas colunas capilares e as
colunas de PDMS (polidimetilsiloxano, fase apolar) e PEG (polietilenoglicol, fase
polar) sdo as mais usadas para esse propédsito. Na composi¢cao de uma fragrancia,
numerosos ingredientes podem estar presentes em niveis baixos (< 1%) e, ainda
assim, serem de grande importancia olfativamente ou economicamente. Ou seja, a
sensibilidade € um aspecto muito importante nas anélises por GC e GC-MS e os
métodos utilizados sdo otimizados com o objetivo de melhorar a resolucéo,
mesmo que isso exija longos tempos de analise [30].

Ocasionalmente, extratos ou fragrancias contém novos ingredientes que
ainda nao estdo disponiveis comercialmente e sdo usados pelas empresas de
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perfumes como vantagem competitiva. Amostras desses novos ingredientes nao
podem ser obtidas. Consequentemente, para maior conhecimento sobre 0 novo
composto, a elucidacdo de sua estrutura é requerida. Para isso, MS (Mass
Spectrometry) exerce um papel crucial, visto que as quantidades do novo
ingrediente utilizadas em uma formulacdo s&o pequenas demais para permitir
identificacdo via NMR (Nuclear Magnetic Ressonance), por exemplo. O espectro
de EI-MS (Electrical lonization-Mass Spectrometry) pode ser bastante informativo,
mas frequentemente nao traz todas as informagdes necessarias para uma
identificagdo positiva. A ionizacdo quimica (Cl — Chemical lonization) pode ser
utilizada para determinar a massa molar do analito desconhecido, especialmente
para moléculas que sao extensivamente fragmentadas durante a El [31].

Em 2007, SANT'ANNA et al. [63] citaram o uso de GC-MS e GC-FID para
a caracterizacao de 6leo de copaiba, utilizado como matéria prima na industria de
fragrancias. A fim de identificar as substéncias fragrantes presentes no éleo, a
técnica GC-O-MS (Gas Cromatography-Olfatometry-Mass Spectrometry) utilizando
AEDA (Aroma Extract Dilution Analysis) foi aplicada ap6s a quantificacdo dos
compostos por GC-FID. Os resultados obtidos apontaram para a presenca de o-
cadineno (1,9%), &-cadinol (0,9%), 6xido de cariofileno (0,2%), (2£)-a-santalol
(0,2%), a-cadinol (0,1%) e T1-muurolol (0,1%). A contribuicdo aromatica dos
enantibmeros do &-cadineno também foi analisada por GC-O-MS-quiral e somente
0 enantiobmero (+)-0-cadineno foi encontrado no éleo [63].

Novamente em 2007, PIETROGRANDE e BASAGLIA [31] publicaram um
artigo sobre o uso de GC-MS para a analise de produtos de higiene pessoal em
matrizes aquosas, sendo fragrancias, mais especificamente almiscares sintéticos,
um dos analitos de interesse. Dois tipos de almiscares sintéticos sdo largamente
usados na Europa e Ameérica do Norte: almiscares policiclicos e nitroalmiscares.
Eles podem ser encontrados em quase todos os produtos de higiene pessoal
(perfumes, cosméticos e sabonetes) e representam um risco ao meio ambiente,
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pois sdo levados para os efluentes ap6s ou durante o uso dos produtos (durante o
banho, por exemplo). Os autores citaram o uso de ionizagdo quimica, nos modos
positivo (PCl — Positive Chemical lonization) e negativo (NCI — Negative Chemical
lonization), usando metano como reagente, para a deteccdo dos dois almiscares
sintéticos citados. Usando um espectrobmetro de massas com quadrupolo, os
desempenhos de El, PCI e NCI foram investigados para a andlise de almiscares:
NCI apresentou-se como o método mais sensivel, seguido de El e PCI. O uso de
NCI aumenta a detectabilidade de tal forma que o método atinge um limite de
deteccdo comparavel a deteccao usando ion-trap MS2 (ou seja, cerca de 2 pg

para a maioria dos compostos) [31].

. 7. 2. ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DE RAIOS-X

Os raios-X, descobertos por Wilhelm Rdntgen, em 1895 [64], compdem
uma forma de radiacao eletromagnética de pequeno comprimento de onda, capaz
de produzir espectros com linhas caracteristicas quando interage com a matéria.

Uma das técnicas analiticas que considera o uso desse tipo de radiagcéao é
a Espectroscopia de Fluorescéncia de Raios-X, bastante conhecida por sua
habilidade em identificar e quantificar espécies inorganicas, de forma nao
destrutiva, rapida, simples e de baixo custo. Também é possivel, com essa
mesma técnica, analisar compostos organicos, usando equipamentos
convencionais, mas observando, com o auxilio da quimiometria, especificamente a
regido de espalhamento da fonte de radiacao [64 — 66].

Quando um feixe monocromatico de fétons de raios-X atinge uma
amostra, podem ocorrer trés fendmenos basicos simultaneamente: espalhamento,
absorgéao e fluorescéncia [64 — 66].

A fluorescéncia é baseada no efeito fotoelétrico, que, resumidamente, é a
liberacdo de um elétron pela agdo de um féton, sendo mais intenso para

elementos com numero atémico alto [64 — 66].
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Ja o processo de espalhamento ocorre quando um féton de raios-X
interage com os elétrons do elemento “alvo”. Quando esta interagao é elastica, isto
€, quando ndo ha perdas de energia durante o processo de colisdo, o
espalhamento € chamado de espalhamento coerente (ou espalhamento Rayleigh).
Por outro lado, quando os fotons espalhados perdem uma pequena parte de sua
energia durante a colisdo, o espalhamento € chamado de espalhamento
incoerente (ou espalhamento Compton) [64 — 66].

Visto que nao existem registros quanto ao uso da Espectroscopia de
Fluorescéncia de Raios-X para determinacdo do prazo de validade de bens de
consumo, esse trabalho € inédito e baseia-se em aplicagdes ja publicadas da
técnica para analise de amostras orgéanicas [67 — 68], bem como o uso reportado
de Espectroscopia Raman para andlise de prazo de validade de farmacos e
qualidade de alimentos [69 — 71].

WANG et al. [69] usaram a Espectroscopia Raman para monitorar o prazo
de validade de amostras de aspirina em comprimidos, através da determinacao de
acido salicilico gerado por decomposicdo. Os resultados obtidos foram
comparados com aqueles gerados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE ou HPLC - High Performance Liquid Chromatography) e verificou-se que
ambos os métodos eram adequados para a aplicacdo proposta, com a vantagem
de que, no caso de Raman, a reprodutibilidade era maior, as analises mais
rapidas, além de ndo envolver uso de solvente [69].

BEATTIE et al. [70] descreveram 0 uso da espectroscopia Raman como
ferramenta para predizer a qualidade de amostras de carne. Diferentes amostras
de carne cozida foram avaliadas por um painel sensorial treinado e também por
espectroscopia Raman. Os resultados obtidos demonstraram que a
espectroscopia Raman pode ser usada para esse fim, constituindo um método néao
destrutivo e rapido para analise de parametros de qualidade relacionados a carne
[70]. COMPTON e COMPTON [71] demonstraram o uso da espectroscopia FT-
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Raman para analise de controle de qualidade de amostras embaladas de bens de
consumo (preparados farmacéuticos e alimentos). As andlises foram feitas sem

remocao das embalagens e mostraram o potencial da técnica para esse uso [71].

. 7. 3. ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO PROXIMO

A Espectroscopia no Infravermelho Proximo é uma técnica barata, rapida,
e uma fonte confiavel de informacao quimica para determinacdo do prazo de
validade de bens de consumo, fornecendo informagdes a respeito da degradacao
do produto como um todo. Os espectros de infravermelho sédo originados por
diversas variacbes de energia causadas por transicoes moleculares vibracionais
ou rotacionais e sdao baseados no conceito de que as ligacdes entre os atomos
que formam as moléculas viboram com frequéncias que podem ser descritas por
leis fisicas e, portanto, calculadas [72, 73].

No caso de Infravermelho Préximo, os sinais observados sao
essencialmente devidos a dois fendmenos: bandas de absorcdo de sobretons
(entre 12800 e 5500 cm™') e bandas de combinacdo (entre 5500 e 4000 cm™) [72,
73].

Apesar de poucos registros de uso da técnica de Espectroscopia no
Infravermelho Proximo para a determinacdo do prazo de validade de bens de
consumo, ela ja foi aplicada inclusive para o caso de um produto cosmético [74] e,
por essa razao, foi proposta para esse estudo.

A técnica também ja foi aplicada em alguns estudos relacionados ao prazo
de validade na area de alimentos. A primeira utilizacdo nesse campo ocorreu
qguase duas décadas atras, quando CHEN et al. [75] determinaram uma correlacao
entre o padrdao de alteracdo dos espectros no infravermelho préximo e a
degradagao da mioglobina em produtos de frango, prevendo o frescor da carne.
NIELSEN et al. adotaram estratégia similar para prever o frescor em peixes [76].
GIARDINA et al. também utilizaram a técnica para estudar o efeito da temperatura
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e do tempo de estocagem na qualidade final de amostras de leite sem lactose [77],
e também desenvolveram estudos para estimar o prazo de validade de amostras
de diferentes tipos de queijo a partir do uso dessa técnica [78, 79].
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OBJETIVOS

Il - OBJETIVOS

“Life is not measured by the number of breaths we take, but by the moments that
take our breath away.”
(Anénimo)
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OBJETIVOS

Il. 1. OBJETIVOS

Desenvolvimento de um método alternativo a avaliagdo sensorial para
andlise de perda de fragrancia em sabonetes em barra, considerando:

- a avaliacdo de diferentes técnicas analiticas instrumentais
(Microextracdo em Fase Sélida por Headspace e Cromatografia Gasosa acoplada
a Espectrometria de Massas; Espectroscopia de Fluorescéncia de Raios-X;
Espectroscopia no Infravermelho Proximo);

- 0 uso do método quimiométrico MASLT (Multivariate Accelerated Shelf-
Life Test) para analise multivariada dos dados;

- acelerar a aquisicdo dos dados necessarios para a determinacdo do

prazo de validade desse tipo de produto.
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EXPERIMENTAL

Il - EXPERIMENTAL

"O segredo da saude, mental e corporal, esta em nao se lamentar pelo passado,
nao se preocupar com o futuro, nem se adiantar aos problemas, mas, viver sabia
e seriamente o presente."

(Buda)
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lll. 1. REAGENTES

Todos os experimentos foram realizados com reagentes de pureza
analitica igual ou superior a 99%.

A agua deionizada utilizada apresentava resistividade de 18 MQ/cm e foi
obtida através de um sistema de purificagao por coluna contendo uma combinacao
de resinas de troca ibnica (catidnica e aniénica), marca Merck Millipore, modelo
Milli-Q Direct.

lll. 2. MATERIAIS
o Vials de vidro, 20 mL, com septo de teflon e lacre de aluminio, Gerstel
GmbH & Co.;

o Fiora SPME composta de polidimetilsiioxano (PDMS), 100 um, Sigma-
Aldrich Co.;

o Fibra SPME composta de polidimetilsiloxano / divinilbenzeno (PDMS /
DVB), 65 um, Sigma-Aldrich Co.;

. Fibra SPME composta de divinilbenzeno / carboxeno / polidimetilsiloxano
(DVB / CAR / PDMS), 50/30 um, Sigma-Aldrich Co.;

. Holder Gerstel GmbH & Co.

lll. 3. EQUIPAMENTOS

. Balancga analitica, marca Sartorius, modelo ED224S;
o Estufas (camaras climaticas), marca Nova Etica, modelo CLI02;
o Titulador Karl Fisher, marca Metrohm, modelo Titrando 852;
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o Espectrdmetro de fluorescéncia de raios-X por Dispersdo de Energia
(EDXRF — Energy Dispersive X-Ray Fluorescence), marca Shimadzu, modelo
EDX-700, constituido por um tubo de Rh e um detector semi-condutor de Si(Li);

o Espectrometro no infravermelho proximo, marca Blchi, modelo NIRFlex N-
500 FT-NIR, com detector InGaAs e equipado com o mddulo de sélidos NIRFlex;

o Cromatografo a gas, marca Agilent, modelo 6890N, equipado com um
detector de massas, mesma marca, modelo 5975, um amostrador automatico,
marca Gerstel, modelo MPS2, e uma coluna do tipo HP-5MS, 5% fenil metil

siloxano, 30 m x 0,25 mm x 0,2 um, marca Agilent;

lll. 4. PROGRAMAS COMPUTACIONAIS E ALGORITMOS

] Chemstation, versdo A.10.01, Agilent Technologies: empregado na
aquisicao e exportacao dos dados cromatograficos;

. MatLab, versdao 7.8, The MathWorks Inc.: utilizado para tratamento
quimiométrico dos dados;

o Algoritmo MASLT: desenvolvido por PEDRO [40] e programado pela autora;
o Algoritmo COW: disponivel em http://www.models.life.ku.dk/DTW COW;

o Algoritmo OSC: PLS Toolbox, versao 2.0, Eigenvector Technologies Inc.
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lll. 5. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

lll. 5. 1. CRIACAO DA FRAGRANCIA

A fragrancia utilizada nesse trabalho foi criada por um perfumista, que
definiu os compostos quimicos a serem utilizados, bem como suas respectivas
quantidades, com base: i) em seu conhecimento em perfumaria e ii) nas
composigdes de fragrancias comerciais tipicamente usadas em sabonetes em
barra.

A elaboragcdo da fragrancia envolveu a pesagem e mistura dos oito
compostos quimicos citados na Tabela 1, utilizando padrées de grau de pureza
superior a 99%.
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Tabela 1. Composigéo da fragrancia utilizada.

Ponto de Presséao de
Concentracao Ebulicao Vapor
Composto Quimico
(% m/m) (°Ca (mmHg a
759,8 mmHg) 20 °C)
Acetato de Hexila
CAS number: 142-92-7 L U 140
Acetato de Benzila
CAS number: 2550-26-7 120 2350 0.100
Citronelol
(3,7-dimetiloct-6-en-1-ol) 21,5 223,0 0,100
CAS number: 106-22-9
Diidromircenol
(2,6-dimetil-7-octen-2-ol) 12,0 188,4 0,090
CAS number: 18479-58-8
Fenil etanol
(2-fenil etanol) 12,0 219,0 0,030
CAS number: 60-12-8
Lilial
(3-(4-terc-butilfenil)-2-metilpropanal) 37,0 279,0 0,004
CAS number: 80-54-6
Limoneno
(1-metil-4-isopropenilcicloex-1-eno) 1,8 176,0 1,200
CAS number: 5989-27-5
B-pineno
(6,6-dimetil-2-metileno biciclo [3.1.1] 25 165.0 2200
heptano)

CAS number: 18172-67-3
Fonte: Research Institute for Fragrance Materials Database.
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lll. 5. 2. PRODUCAO DOS SABONETES EM BARRA

Amostras de sabonete em barra foram preparadas considerando o
processo convencional de produgéo desse produto (mexedeira, cilindro, extrusora
e prensa) [2]. A formulacdo de sabonetes empregada foi: 85% de sabdo de sodio
(utilizando uma mistura de 6leo de palma e 6leo de semente de palma (80/20)
como fonte de material graxo), 13,5% de agua, 1,2% da fragrancia descrita no
item 111.5.1., além de agentes quelantes.

Apos produgdo, as barras (90 g cada) foram embaladas em caixinhas de
papelao (idénticas as embalagens comerciais para esse tipo de produto) e
estocadas, apds 15 dias de maceragéoB, em cinco diferentes camaras climaticas
reguladas para as temperaturas de 8, 27, 37, 45 e 60 °C% onde permaneceram até
serem analisadas em intervalos de 3 a 5 dias no inicio e a cada 15 dias a partir de
30 dias de estocagem.

Para realizacao das analises, as amostras foram retiradas da estufa com 4
horas de antecedéncia e deixadas em condicdo ambiente para estabilizacdo da
temperatura. Todas as analises e/ou replicatas foram realizadas com diferentes
barras, ou seja, uma vez utilizada, a barra era descartada e uma nova barra inteira
era utilizada para a préxima analise e/ou replicata.

Em todos os pontos de andlise, os teores de umidade de amostras
retiradas da superficie e do interior da barra foram analisados (titulacao Karl

Fischer, usando metanol como solvente).

® Apds sua producdo, as barras de sabonetes sdo mantidas em repouso por um periodo de 15 dias,
indicado pelas casas de fragrancia com o objetivo de garantir melhor interagdo entre a base do
sabonete e a fragrancia.

% As camaras climaticas utilizadas apresentavam variagdo maxima de temperatura igual a + 1 °C.
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. 5. 3. CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS (GC-MS)

Para as analises por GC-MS, as amostras consistiam de pastilhas
retiradas da superficie das barras de sabonete, sempre com a mesma massa e
area superficial, controladas através de sua altura e diametro. As amostras foram
retiradas da superficie porque essa € a area do sabonete avaliada pelo painel
durante a avaliagdo sensorial, método convencional para estudos de prazo de
validade de sabonetes em barra (no caso de fragrancia).

O diametro das pastilhas foi fixado em 0,6 cm e padronizado através do
uso de um cortador de amostras'® (Figura 5).

Pastilha retiradas do interior da barra (seguindo o mesmo procedimento
acima) também foram analisadas, visando comparar a perda de fragrancia na

superficie e no interior do sabonete.

Figura 5. Preparacdo das amostras de sabonete para analise por HS-SPME-GC-
MS.

Para avaliar o método de amostragem (as pastilhas retiradas da superficie
da barra), um dispositivo de vidro (Figura 6) foi construido com o objetivo de

' Um diametro de pastilha ainda maior ndo poderia ser utilizado devido a limitagdo das dimensdes
do vial.
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permitir a andlise da barra inteira de sabonete, simulando a avaliagao sensorial
realizada pelo painel treinado.

As andlises por GC-MS foram realizadas em duplicata'', empregando a
técnica de HS-SPME para extracdo e preparo das amostras. As analises foram
realizadas no tempo inicial (tempo 0) e ap6s 3, 6, 10, 14, 19, 24, 31, 45,59, 74 e
87 dias de estocagem.

q'-L .

Figura 6. Jarro de vidro utilizado para a analise da barra inteira.

" As anélises por HS-SPME-GC-MS nao foram realizadas em triplicata porque no inicio do estudo
(quando as amostras eram analisadas a cada 3-5 dias) ndo haveria tempo habil para tal, uma vez
que havia apenas um equipamento disponivel (cromatografo a gas equipado com um detector de
massas e amostrador automatico para HS-SPME) e cada analise possuia duragao de 116 minutos
(40 minutos para preparo das amostras (HS-SPME) e 76 minutos para a corrida cromatografica).
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As condicdes cromatogréficas utilizadas foram'?: temperatura inicial do
forno 40 °C, mantida por 2 minutos, seguida de aquecimento de 2 °C / minuto até
140 °C e 5 °C / minuto até a temperatura final de 250 °C, mantida por 2 minutos.
As temperaturas do injetor, auxiliar e detector foram mantidas a 270 °C, 280 °C e
230 °C, respectivamente. O injetor foi operado no modo splitless. Hélio, grau de
pureza 99,9%, fornecido pela Linde Gases Ltda., foi utilizado como gas de arraste
com vazao de 0,8 mL/min. O detector de espectrometria de massas foi
programado para varrer a faixa de massas de 50 a 550 m/z, utilizando uma fonte
de ions de 70 eV. Solvent delay de 0,2 minutos foi utilizado em todas as corridas.

Todas as extragdes foram realizadas no headspace da amostra em vials
de 20 mL. Experimentos variando fibra, massa da amostra, temperatura, tempo de
equilibrio e tempo de adsorcao foram realizados para otimizacao das condicdes de
extracao.

Antes do uso, todas as fibras foram condicionadas por 1 hora a 250 °C,
visando a limpeza e eliminagao de contaminantes.

No caso do jarro de vidro, as amostras nado foram feitas em replicata,
devido a restricdo do numero de jarros de vidro disponiveis (cinco no total), e o
procedimento utilizado foi:

1- O sabonete em barra, sem qualquer preparagao ou pré-tratamento, foi
colocado em um dos jarros de vidro (previamente limpo com alcool),
que foi entdo fechado;

2- Uma fibra do tipo DVB/CAR/PDMS (vide item IV.1.1.) foi inserida
através do septo de teflon existente na tampa do jarro (Figura 6);

3- Afibra foi exposta ao headspace existente no interior do jarro;

'2 As condicbes cromatograficas utilizadas foram baseadas em um método utilizado na indGstria
para andlise de fragrancia em sabonetes.
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4- O conjunto todo (jarro contendo o sabonete e a fibra) foi entdo
colocado em estufa a 45 °C (vide item IV.1.3.) e mantido nessa
condicao por 17 horas, tempo otimizado em estudo prévios;

5- Apo6s esse periodo, o conjunto foi retirado da estufa, a fibra foi retraida,
retirada do jarro e, imediatamente, inserida no injetor do cromatdgrafo;

6- Os analitos presentes na fibra foram dessorvidos termicamente no
injetor do cromatégrafo, seguindo os parametros de analise descritos
anteriormente.

Apébs a obtengédo dos cromatogramas, os mesmos foram processados na
seguinte ordem: (i) os dados referentes a todos os cromatogramas obtidos foram
organizados de acordo com as etapas necessarias para aplicacao do algoritmo
MASLT [40]; (i) os dados foram normalizados; (iii) os cromatogramas foram
alinhados utilizando o algoritmo COW (utilizando o cromatograma médio como
vetor target, N = 30 e s = 5); (iv) a analise dos dados pelo método MASLT foi
realizada.

Para as pastilhas, uma matriz de dados de 96 linhas (4 x 12 x 2, isto é, 4
diferentes temperaturas de estocagem'® (8, 27, 37 e 45 C), 12 dias de analise (0,
3, 6,10, 14, 19, 24, 31, 45, 59, 74 e 87 dias) e andlises em duplicata) e 13231
colunas (tempos de retencao) foi obtida.

No caso do jarro, a matriz avaliada possuia 40 linhas (4 x 10 x 1, ou seja,
4 temperaturas de estocagem'* (8, 27, 37 e 45 °C) e 10 dias de analise (0, 3, 10,
19, 24, 31, 45, 59, 74 e 87 dias), sem replicata) e 13231 colunas (tempos de
retencao).

'3 Os dados referentes a temperatura de 60 °C n&o foram incluidos na analise (vide item IV.2.).

' Novamente, os dados referentes a temperatura de 60 °C n&o foram incluidos na analise (vide
item 1V.2.).
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lll. 5. 4. ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DE RAIOS-X

No caso de Espectroscopia de Fluorescéncia de Raios-X, as amostras
também consistiam de pastilhas retiradas da superficie das barras de sabonete
com o auxilio de um cortador de amostras com diametro fixo de 3 cm
(determinado pelas caracteristicas do porta amostras do equipamento) e sempre
com a mesma altura (altura da barra de sabonete), ou seja, com massa e area
superficial fixas.

As amostras, sem qualquer pré-tratamento, foram submetidas a analise
em triplicata nos seguintes tempos: 0, 3, 5, 10, 14, 24, 31, 45, 59, 74 e 87" dias
de estocagem.

As condi¢cdes gerais de analise foram 10 mm de colimagdo do feixe
incidente, 50 kV de voltagem aplicada ao tubo de raios-X, 100 s de irradiacao e
25% de tempo morto do detector.

Apbs a obtencdo dos espectros, os mesmos foram processados na
seguinte ordem: (i) os dados foram organizados de acordo com as etapas
necessarias para aplicacdo do algoritmo MASLT [40]; (i) os dados foram
normalizados e, a seguir, centrados na média; (iii) os espectros foram analisados
pelo método MASLT.

Uma matriz de dados de 132 linhas (4 x 11 x 3, ou seja, 4 temperaturas de
estocagem'® (8, 27, 37 e 45 °C), 11 dias de andlise (0, 3, 5, 10, 14, 24, 31, 45, 60,
74 e 87 dias), em triplicata) e 2047 colunas (energia) foi obtida nesse caso.

' No caso de Espectroscopia de Fluorescéncia de Raios-X, as andlises referentes a 19 dias de
estocagem nao foram realizadas devido a um problema ocorrido no transporte das amostras até a
Unicamp, onde o equipamento estava localizado.

'® Os dados referentes a temperatura de 60 °C n3o foram incluidos na analise (vide item IV.2.).
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lll. 5. 5. ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO PROXIMO (NIR)

Para andlise por Espectroscopia no Infravermelho Proximo, as amostras
foram barras inteiras de sabonete, sem qualquer preparagao ou pré-tratamento.

As amostras foram analisadas em triplicata, apés 0, 3, 5, 10, 14, 19, 24,
31, 45, 59, 74 e 87 dias de estocagem.

As andlises foram realizadas com o0 moédulo de solidos NIRFlex,
considerando faixa espectral de 4.000 a 10.000 cm™, resolucdo de 4 cm™ e 32
varreduras.

Os espectros obtidos foram analisados empregando os seguintes passos:
(i) os dados foram organizados de acordo com as etapas necessarias para
aplicacao do algoritmo MASLT [40]; (ii) os dados foram normalizados e, a seguir,
centrados na média; (iii) os espectros foram corrigidos pelo método OSC; (iv) os
dados foram analisados pelo método MASLT.

Os espectros organizados geraram uma matriz de 144 linhas (4 x 12 x 3,
ou seja, 4 temperaturas de estocagem'’ (8, 27, 37 e 45 °C), 12 dias de analise (0,
3, 5, 10, 14, 19, 24, 31, 45, 60, 74 e 87 dias) e analises em triplicata) e 1500
colunas (intensidade de reflectancia).

Ill. 5. 6. AVALIACOES SENSORIAIS

As amostras de sabonete em barra foram codificadas e entregues aos
integrantes de um painel treinado formado por 10 pessoas, que deveriam analisa-
las com relacdo ao carater (identidade) e a intensidade da fragréncia. A avaliacdo
foi realizada comparando-se as amostras estocadas em temperaturas maiores
com aquela estocada a 8 °C, denominada Padrdo. Dentre as amostras avaliadas,
havia sempre uma amostra Padrdo codificada, visando eliminar avaliadores

"7 Os dados referentes a temperatura de 60 °C n&o foram incluidos na andlise (vide IV.2.).
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inconsistentes (caso um avaliador classificasse a amostra Padrao codificada como
diferente do Padréo, a sua avaliagéo era desconsiderada naquele ponto).

Os tempos de analise utilizados para avaliacao sensorial foram 0, 3, 6, 10,
14, 19, 24, 31, 45, 59, 74 e 87 dias de estocagem e as escalas utilizadas na
avaliacdo estdo descritas na Tabela 2. Uma dada amostra foi considerada
reprovada ao receber nota para carater igual a D ou E e/ou intensidade maior ou
igual a 4.

Para a andlise multivariada dos dados instrumentais, o valor critico da
propriedade de interesse (fragrancia) foi obtido a partir do ponto de corte do painel
sensorial, projetando-se o tempo de vida, ou prazo de validade, da amostra
(definido pelo painel) nos scores calculados [40].

Tabela 2. Escala utilizada na avaliagdo sensorial.

Carater da Fragrancia Intensidade da Fragrancia

A = Sem mudanga com relagdo a amostra | 1 = Sem mudanga com relagdo a

estocada a 8 °C (amostra Padrao) amostra estocada a 8 °C (amostra
Padrao)
B = Mudanca suitil 2 = Perda de intensidade sutil

C = Mudanca em caréter, porém aceitavel | 3 = Intensidade mais fraca, porém

aceitavel
D = Mudanca em carater, amostra 4 = Intensidade mais fraca, amostra
inaceitavel inaceitavel
E = Irreconhecivel 5 = Fragrancia nao detectada
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IV — RESULTADOS E DISCUSSAO

“Cultivar o desapego significa sentir-se em definitivo mais cémodo consigo
mesmo, tirar o peso de cima e andar mais ligeiro pela vida. Convém renunciar ao
gue nao é nossa auténtica personalidade ou a tantos atos que nao nos fazem
verdadeiramente felizes.”

(Anénimo)
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IV. 1. OTIMIZACAO DA METODOLOGIA DE EXTRACAO POR HS-
SPME-GC-MS

Visando a otimizacdo da metodologia de extracao por HS-SPME, diversos
ensaios cromatograficos foram realizados (considerando as condicdes descritas
em 111.5.3.), utilizando como amostra pastilhas retiradas da superficie das barras
de sabonete recem produzido.

Todos o0s ensaios foram realizados com extracdo da amostra no
headspace, visto que a extragcado direta, a partir de uma solugcdo de sabonete,

poderia causar maior degradacao da fibra.

IV. 1. 1. SELECAO DA FIBRA

A selecdo da fibra deve considerar as caracteristicas de polaridade e
volatilidade dos analitos de interesse. Entretanto, quando se trata de uma amostra
complexa, constituida de varios compostos de diferentes propriedades fisicas e
quimicas, a avaliacdo de diferentes fibras se faz necessaria, visando encontrar a
que tera maior afinidade com a maioria dos analitos de interesse.

Para esse trabalho, trés fibras disponiveis comercialmente foram
avaliadas:

1. PDMS (polidimetilsiloxano)

2. PDMS / DVB (polidimetilsiloxano / divinilbenzeno)

3. DVB/ CAR / PDMS (divinilbenzeno / carboxeno / polidimetilsiloxano)

Todos os ensaios foram realizados em condic¢des fixas de quantidade de
amostra (200 mg), temperatura (45 °C), tempo de equilibrio (10 minutos) e tempo
de adsorcéao (10 minutos).

Observando-se as Figuras 7 e 8 verifica-se que a fibra de
DVB/CAR/PDMS foi a que apresentou melhor desempenho.
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Figura 7. Areas dos picos cromatograficos de cada componente da fragrancia
para as trés fibras testadas: PDMS; PDMS / DVB; DVB / CAR / PDMS
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Figura 8. Somatdria das areas dos picos cromatograficos da fragrancia para as
trés fibras testadas: PDMS; PDMS / DVB; DVB / CAR / PDMS.
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IV. 1. 2. QUANTIDADE DE AMOSTRA

A quantidade de amostra a ser utilizada na extragdo por HS-SPME
também é um parametro extremamente importante, pois tanto os analitos de
interesse podem concorrer por sitios ativos da fibra como também pode ocorrer a
saturacao desta (caso haja grande quantidade de amostra).

Variando-se a altura da pastilha retirada da superficie das barras de
sabonete (vide item 111.5.3.) e, consequentemente, sua massa, testaram-se as
seguintes condigdes: 200, 300, 400 e 500 mg.

Os demais parametros de analise foram fixados nas seguintes condicdes:
fiora DVB / CAR / PDMS, temperatura de 45 °C, tempo de equilibrio de 10
minutos e tempo de adsorc¢ao de 10 minutos.

As Figuras 9 e 10 mostram que a massa de 300 mg permitiu boa
extracdo de analitos, semelhante aos resultados observados para as massas de
400 e 500 mg, porém foi selecionada por envolver menor quantidade de material.

Massas superiores a 500 mg ndo foram avaliadas porque n&o foi
observado aumento das quantidades extraidas para as massas de 400 e 500 mg,

quando comparadas a de 300 mg.
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Figura 9. Areas dos picos cromatograficos de cada componente da fragrancia
para as quatro massas testadas: 200, 300, 400 e 500 mg.
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Figura 10. Somatéria das areas dos picos cromatograficos da fragrancia para as
diferentes massas testadas: 200, 300, 400 e 500 mg.
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IV. 1. 3. TEMPERATURA DE PRE-EQUILIBRIO E ADSORCAO

A temperatura utilizada durante o pré-equilibrio e adsorcdo da amostra
também foi variada, de forma a se obter maior eficiéncia na extracdo. Foram
utilizadas as temperaturas de 35, 45 e 55 °C, mantendo-se fixo os tempos de pré-
equilibrio (10 minutos) e adsorcao (10 minutos), assim como a fibra utilizada (DVB
/ CAR / PDMS) e a quantidade de amostra (200 mg).

Observando-se as Figuras 11 e 12, verifica-se que a temperatura de 45
°C foi a que apresentou melhores resultados na extragdo, sendo considerada a
temperatura 6tima para seguimento do trabalho. Ao analisar a Figura 11, observa-
se que para alguns compostos a eficiéncia da extracao foi maior a 55 °C, mas
para otimizacdo do método se decidiu pela temperatura étima no resultado geral
(Figura 12).
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Figura 11. Areas dos picos cromatograficos de cada componente da fragrancia
para as temperaturas testadas (35, 45 e 55 °C).
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Figura 12. Somatéria das areas dos picos cromatograficos da fragrancia para as
temperaturas testadas (35, 45 e 55 °C).

64



RESULTADOS E DISCUSSAO

IV. 1. 4. TEMPO DE PRE-EQUILIBRIO

O efeito do tempo de pré-equilibrio de 10, 20 e 40 minutos na extragéao
dos analitos de interesse também foi avaliado. Esse tempo equivale ao periodo
em que o frasco com a amostra permanece em agitagdo em uma temperatura
pré-definida, sem contato com a fibra.

As Figuras 13 e 14 mostram que o tempo de pré-equilibrio de 20 minutos
foi 0 que apresentou maior impacto positivo no resultado da extragcdo. Testou-se
um tempo ainda maior (40 minutos), mas o resultado da extragdo foi inferior
aquele obtido com o uso de 20 minutos.

Todos os demais parametros de analise foram mantidos fixos: fiora DVB /
CAR / PDMS, 200 mg de amostra, temperatura de 45 °C e 10 minutos de tempo
de adsorcéo.
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Figura 13. Areas dos picos cromatograficos de cada componente da fragrancia
para os diferentes tempos de pré-equilibrio testados (0, 10, 20 e 40 minutos).
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Figura 14. Somatéria das areas dos picos cromatograficos da fragrancia para os
diferentes tempos de pré-equilibrio testados (0, 10, 20 e 40 minutos).
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IV. 1. 5. TEMPO DE ADSORCAO

Finalmente, o efeito do tempo de adsor¢cédo dos analitos de interesse foi
avaliado e os tempos de 5, 10, 20 e 40 minutos foram testados. Os demais
parametros de andlise utilizados foram: fiora DVB / CAR / PDMS, 200 mg de
amostra, temperatura de 45 °C e 10 minutos de tempo de pré-equilibrio.

Os resultados obtidos, mostrados nas Figuras 15 e 16, apontam que o
tempo de 20 minutos foi 0 que apresentou melhor resultado na extragéo.

Apoés a realizagdo de todos os ensaios mencionados acima, definiram-se
0s seguintes parametros otimizados para extracdo por HS-SPME: fibra DVB /
CAR / PDMS, massa da amostra igual a 300 mg, temperatura de 45 °C para pré-

equilibrio e adsorgéo, 20 minutos de pré-equilibrio e 20 minutos de adsorgéo.
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Figura 15. Areas dos picos cromatograficos de cada componente da fragrancia
para os diferentes tempos de adsorcao testados (5, 10, 20 e 40 minutos).
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Figura 16. Somatdéria das areas dos picos cromatograficos da fragrancia para os
diferentes tempos de adsorc¢ao testados (5, 10, 20 e 40 minutos).
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IV. 2. EXCLUSAO DOS DADOS OBTIDOS PARA AS AMOSTRAS
ESTOCADAS A 60 °C (HS-SPME-GC-MS)

Uma questao recorrente em estudos de prazo de validade é se as
condicoes aceleradas propostas sdo realmente uma representacao vélida da
condicao ambiente e uma das formas de se avaliar isso é através do grafico de In
K versus o inverso da temperatura.

O gréfico mostra as velocidades de reacao (Equacao 4) calculadas e sua
relacdo com cada uma das temperaturas utilizadas, através da aplicacao da lei de
Arrhenius (Equacao 8). Como o processo de perda de fragrancia em sabonete em
barra segue essa lei, assim como a maioria das reagdes que ocorrem em bens de
consumo, espera-se continuidade no grafico mencionado caso 0s mecanismos
dos processos envolvidos sejam 0s mesmos em todas as temperaturas.

A Figura 17 representa a relagdo entre In k e o inverso da temperatura
para todos os dados obtidos por HS-SPME-GC-MS, incluindo a temperatura de 60
°C. Ao analisar o grafico, verifica-se uma descontinuidade nos resultados obtidos,
nao sendo possivel afirmar que a temperatura de 60 °C seja uma condicido
acelerada valida para 27 °C.

Ap6s a andlise dos dados obtidos por HS-SPME-GC-MS pelo método

. B dP
MASLT e ajuste dos scores obtidos (PC1) para a equacao V=E=ikP",
verificou-se que as temperaturas de 8, 27, 37 e 45 °C apresentaram mecanismo
de perda de fragrancia diferente daquele de 60 °C'®, concordando com a

descontinuidade observada acima.

'® No caso de 60 °C o melhor ajustado foi obtido para ordem de reagdo pseudo-um (n = 1),
enquanto que para as demais temperaturas foi ordem de reagdo pseudo-dois (vide item IV. 3,
Tabela 6).
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Figura 17. Relacao entre In k e o inverso da temperatura, através da lei de
Arrhenius (HS-SPME-GC-MS) — incluindo os dados de 60 °C.

A Figura 18 mostra uma comparacao entre os cromatogramas obtidos
para as amostras estocadas a 45 e 60 °C, apds 87 dias de estocagem. Ao
observar essa figura, verifica-se que o cromatograma obtido para a amostra a 60
°C nao apresenta mais os picos de B-pineno, acetato de hexila e lilial, perdas
essas que nao ocorreram a 45 °C. Além disso, a Figura 18 também mostra que a
possivel mudanca no mecanismo de perda de fragrancia nas amostras estocadas
a 60 °C nao foi devido a reagdes quimicas de degradacgao, pois ndo se observa o
surgimento de novos picos, mas sim a auséncia de alguns deles, como ja

mencionado.
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Figura 18. Cromatogramas (HS-SPME-GC-MS) obtidos para as amostras de
sabonetes em barra estocadas por 87 dias a a) 45 °C e b) a 60 °C. Condicbes
cromatograficas: coluna do tipo HP-5MS (5% fenil metil siloxano) 30 m x 0,25 mm

x 0,2 um, temperatura inicial do forno 40 °C, mantida por 2 minutos, seguida de
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aquecimento de 2 °C / minuto até 140 °C e 5 °C / minuto até a temperatura final
de 250 °C, mantida por 2 minutos. As temperaturas do injetor, auxiliar e detector
foram mantidas a 270 °C, 280 °C e 230 °C, respectivamente. O injetor foi operado
no modo splitless. Hélio, grau de pureza 99,9%, fornecido pela Linde Gases Ltda.,
foi utilizado como gas de arraste com vazdo de 0,8 mL/min. O detector de
espectrometria de massas foi programado para varrer a faixa de massas de 50 a
550 m/z, utilizando uma fonte de ions de 70 eV. Solvent delay de 0,2 minutos foi

utilizado em todas as corridas.

Pela avaliacdo sensorial realizada pelo painel treinado, as amostras
estocadas a 60 °C foram reprovadas apds 13 dias de estocagem. Ao analisar o
cromatograma obtido (Figura 19. a.) para as amostras estocadas nessas
condic¢oes (13 dias a 60 °C), verifica-se que todos os picos referentes a fragrancia
estdo presentes, com perfil muito semelhante ao cromatograma obtido para as
amostras estocadas por 59 dias a 27 °C (Figura 19. b.), ponto de corte do painel
sensorial para essa condi¢&o.

Considerando todos os dados acima, pode-se formular a hipétese de que
a descontinuidade observada no grafico da Figura 17 foi uma consequéncia da
frequéncia de andlise inadequada para essa condicdo de estocagem, ou seja,
como essa € uma condicdo bastante acelerada, o corte pelo painel sensorial
ocorreu em poucos dias e a frequéncia de analises proposta (intervalos de 3 a 5
dias) nao foi capaz de capturar todas as informacdes referentes a perda de
fragrancia ocorrida nesse periodo de tempo, interferindo no ajuste do modelo de
regressao (Equacao 4). Ou seja, a hipétese é de que o mecanismo de perda de
fragrancia ndo tenha mudado, mas que a auséncia de alguns picos apés
determinado tempo de estocagem juntamente com o numero restrito de dados
coletados (poucos pontos de andlise) tenham alterado o perfil calculado para a
perda de fragrancia.
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Figura 19. Cromatogramas (HS-SPME-GC-MS) obtidos para as amostras de
sabonetes em barra estocadas por a) 13 dias a 60 °C e b) 59 dias a 27 °C.
Condicbes cromatograficas iguais aquelas descritas na Figura 18.
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No caso desse trabalho, decidiu-se entdo pela exclusdo dos dados
obtidos a partir de amostras estocadas a 60 °C para as trés técnicas analiticas
avaliadas (HS-SPME-GC-MS, Espectroscopia de Fluorescéncia de Raios-X e
Espectroscopia no Infravermelho Proximo) e, por isso, todas as analises de dados
mostradas a seguir (itens IV.3., IV.4. e IV.5.) ndo apresentardo os dados
referentes a essa condicao.

IV. 3. ANALISE MULTIVARIADA DE PERDA DE FRAGRANCIA EM
SABONETE EM BARRA UTILIZANDO HS-SPME-GC-MS

A Figura 20 mostra um cromatograma tipico obtido para as amostras de
sabonete em barra (estocadas por 3 dias a 27 °C) analisadas por HS-SPME-GC-
MS, enquanto que a Figura 21 mostra o cromatograma obtido a partir de uma
amostra da fragrancia pura (injecao liquida da fragrancia em uma solugéo
alcodlica 10%, utilizando as condigdes cromatograficas descritas em 111.5.3.). Ao
analisar a Figura 20, observa-se que durante a analise de HS-SPME-GC-MS
foram detectados os picos referentes aos oito componentes da fragréncia e os
tempos de retencdo obtidos concordam com aqueles observados para a
fragrancia pura (Figura 21), mostrando que a técnica de extracao e preparacao de
amostra e os parametros experimentais escolhidos foram adequados e permitiram
a deteccao de todos os analitos de interesse.

Além dos oito picos referentes a fragrancia, outros picos menores também
foram observados no cromatograma obtido para as amostras (Figura 20) e
referem-se a base de sabonete.
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Figura 20. Cromatograma tipico (HS-SPME-GC-MS) obtido para amostra de
sabonete em barra. Condigdes cromatograficas iguais aquelas descritas na Figura
18.
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Figura 21. Cromatograma tipico (injecao liquida, GC-MS) obtido para amostra da

fragrancia pura. Condigdes cromatograficas iguais aquelas descritas na Figura 18.
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Como mencionado no Capitulo Ill, o algoritmo COW (Correlation Opmitized

Warping) foi utilizado para corrigir o alinhamento dos cromatomagras durante a

analise multivariada dos dados, evitando o deslocamento de tempo de retencéao

observado ao compararem-se os cromatogramas obtidos em diferentes datas
(Figura 22).

b)

Abundancia

Abundancia

Dihidromircenol

Fenil etanol

Tempo de retengdo (min)

Dihidromircenol

Fenil etanol

21

23 24
Tempo de retengéo (min)

Figura 22. a) Segmento dos cromatogramas originais obtidos para amostra de

sabonete em barra; b) Mesmo segmento apds corregdo com o algoritmo COW.

Condicbes cromatograficas iguais aquelas descritas na Figura 18.
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Quando os dados ndo sdo previamente tratados com o uso desse
algoritmo, a variacdo gerada pelo deslocamento de tempo de retencao faz com
que as primeiras PCs expliquem também variagcdes ocasionadas por esse
fendmeno e nao tragam somente informacdes relativas ao tempo de estocagem,
impossibilitando a analise correta dos dados.

Ap6s andlise dos dados obtidos por HS-SPME-GC-MS, a PCA
demonstrou que as primeiras duas PCs explicaram 96% da variancia observada
(91 e 5%, respectivamente). A Figura 23 mostra os graficos de scores para as
primeiras duas PCs (antes da normalizagdo dos dados) e observa-se que os
scores da PC1 seguem relacdo temporal sequencial, enquanto que a relagao é
aleatéria no caso da PC2, concordando com as duas premissas principais do
método MASLT, ou seja, (i) de que a variacdo da propriedade de interesse em
funcédo do tempo constitui a principal fonte de variagdo do conjunto de dados e (ii)
espera-se que a(s) primeira(s) PC(s) traga(m) informacao relativa a degradacao
do produto, enquanto que as PCs subsequentes devem explicar ruido ou
processos nao relativos ao tempo.

A Figura 24 apresenta um cromatograma tipico obtido (repeticdo da
Figura 20) para as amostras de sabonete em barra, enquanto que a Figura 25
mostra os loadings obtidos para a PC1. Ao observar as duas figuras, verifica-se
uma grande similaridade entre elas, evidenciando que ndo houve degradacao /
reacdo quimica da amostra durante o periodo de estocagem, o que geraria uma
variacdo desproporcional entre 0s picos e/ou novos picos surgindo ao longo do
tempo. Apesar desse ser o comportamento observado na maioria das vezes (ou
seja, a perda de fragrancia observada nos sabonetes ocorrer devido aos
fenémenos fisicos de difusdo e volatilizagdo, ndo estando relacionada a nenhum
fenbmeno de degradacao ou a reag6es quimicas), pode haver situagdes em que
ocorra reacdes de degradacao da fragrancia, causando alteracbes qualitativas e
quantitativas significativas no perfil cromatografico observado.
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Figura 23. Grafico dos scores para a) PC1 e b) PC2 (HS-SPME-GC-MS).
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Figura 24. Cromatograma tipico (HS-SPME-GC-MS) obtido para amostra de
sabonete em barra. Condi¢des cromatograficas iguais aquelas descritas na Figura
18. Repeticdo da Figura 20.
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Figura 25. Loadings para PC1 (HS-SPME-GC-MS).
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Os scores obtidos para PC1 foram ajustados para a equacao

dP .
V=Z=kP , onde n = 2 apresentou o melhor ajuste (Tabela 3). A Figura 26

mostra o ajuste dos scores para n = 2 e a Figura 27 exibe a relacéo entre Ink e o

inverso da temperatura, através da lei de Arrhenius.

Tabela 3. Ajuste dos scores para PC1 (HS-SPME-GC-MS).

Temperatura (°C) rPparan=_0 rPparan=1 rPparan=2
8 0,8023 0,8263 0,8813
27 0,7679 0,8492 0,8808
37 0,9232 0,9346 0,9646
45 0,8845 0,8950 0,9368

Nota: n = ordem de reagéo.

y = 0,00862x - 0,04253
R2? = 0,88128

3,0 @8 °C

y = 0,01401x - 0,06439
R2 = 0,88081

1/ Scores PC1

y = 0,03040x - 0,13381
R2 = 0,93676

0 20 40 60 80 100

Tempo (dias)

Figura 26. Ajuste dos scores para PC1 (HS-SPME-GC-MS).

80



RESULTADOS E DISCUSSAO

-3
y = -3458,3x + 6,6759
4 R2=0,9713
4
£
-5 -
'6 T T T T
0,0029 0,003 0,0031 0,0032 0,0033 0,0034
1/T (Kelvin)

Figura 27. Relagéo entre In k e o inverso da temperatura, através da lei de
Arrhenius (HS-SPME-GC-MS).

Ao analisar a Figura 26, observa-se que para a temperatura de 8 °C,
usada com o objetivo de impedir a perda de fragrancia nas barras e manter
amostras comparaveis aquelas recém produzidas (para uso como Padrdo durante
a avaliacdo sensorial), também ocorre perda de fragrancia em funcao do tempo,
ainda que mais lentamente. Em termos praticos, essas amostras podem ser
utilizadas como referéncia nas avaliagcbes sensoriais sem grandes consequéncias
sobre as conclusbes quanto ao prazo de validade do produto, mas novas
maneiras de preservacao das barras recém produzidas devem ser estudadas.

A partir da Figura 27, calculou-se a energia de ativacao (Equacéo 8) para
a perda de fragrancia no caso dos dados de HS-SPME-GC-MS e o valor obtido foi
29 + 8 kd/mol.

Como j& mencionado, o melhor ajuste para a perda da fragrancia foi

. - d L A
obtido com o uso da equagdo V= i =kP?, indicando que a fragrancia
apresentou uma alta taxa de volatilizacdo nos primeiros dias apds producéo,
estabilizando-se nos dias seguintes de estocagem. Uma explicagao para isso € o
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fato de que a barra perde dgua mais rapidamente na superficie, gerando mais
formacao de fase sélida e transicdo da fase de cristal liquido do sabonete para
uma fase cubica (no sabonete), reduzindo, dessa maneira, a difusdo de
componentes na barra. Esse processo ocorre rapidamente em sabonetes recém
produzidos e de forma bem mais lenta na maturagéo do produto, quando as fases
mais rigidas mencionadas anteriormente “selam” a barra, reduzindo
significativamente as taxas de volatilizagao [2].

A Tabela 4 mostra um comparativo para perda de agua no interior da
barra e na superficie dela, evidenciando que a perda na superficie foi muito mais
rapida que a que ocorreu no interior da barra, independente da temperatura de
estocagem, sendo, na média, aproximadamente 32% maior.

Para verificar se a perda de fragrancia também foi maior na superficie da
barra que no interior dela, todas as analises (no caso de HS-SPME-GC-MS) que
foram realizadas com pastilhas retiradas da superficie foram também realizadas
com pastilhas do interior da barra. A partir dos dados obtidos, as constantes de
velocidade (k) para a perda de fragrancia no interior da barra foram calculadas,
utilizando a Equagéo 4 e n = 2 (melhor ajuste também para esse caso). A Tabela
5 compara essas constantes obtidas com aquelas calculadas previamente (para
superficie da barra) e verifica-se que também a perda de fragrancia foi mais

rapida na superficie do sabonete.
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Tabela 4 Comparagéo entre perda de dgua (em massa) no interior (meio) e na

superficie da barra (sup.).

Tempo 8°C 8°C 27°C 27°C 37°C 37°C 45°C 45°C
(dias) —Meio —-Sup. —Meio -Sup. —Meio -Sup. —-Meio - Sup.

0 1311 | 1302 | 1341 | 13,02 @ 13141 | 13,02 @ 13,11 @ 13,02
3 1314 | 1282 | 13,79 | 12,78 @ 1258 | 11,38 | 1225 | 1073
6 1349 | 1310 | 12,73 | 1261 | 1301 | 1032 | 11,90 @ 10,24
10 1268 | 1120 | 11,56 | 1145 | 11,35 | 10,00 | 11,13 | 9,90
14 12,87 | 1240 | 1225 | 11,63 11,98 | 944 | 11,14 934
19 12,58 | 12,07 | 1255 | 11,55 | 10,79 | 936 | 1028 | 9,02
24 13,08 | 11,73 | 1224 1080 986 | 860 | 910 | 815
31 11,00 | 10,72 | 10,74 | 956 | 941 | 816 | 956 | 7.80
45 1123 | 993 | 1067 | 911 | 898 | 703 | 904 | 721
59 10,89 | 9,06 | 945 | 834 | 865 | 745 | 836 | 637
74 1057 | 815 | 854 | 659 | 834 | 695 | 785 | 545
87 10,03 | 727 | 857 | 734 | 726 | 628 | 7.97 | 550

FERBIGE o 44 35 44 45 52 39 58

(%)
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Tabela 5. Comparacao entre a velocidade (k) calculada para perda de fragrancia
no interior e na superficie da barra (HS-SPME-GC-MS).

Técnica analitica: HS-SPME-GC-MS

k — interior da barra k — superficie da barra

(QE) (P dia™) (P dia™)
n=2 n=2
8 0,0030 + 0,0003 0,0086 + 0,0007
27 0,0049 + 0,0004 0,014 + 0,001
37 0,0140 +0,0005 0,023 + 0,001
45 0,022 + 0,001 0,030 + 0,002

Nota: n = ordem de reagéo.

Finalmente, para se calcular o prazo de validade do sabonete o valor
critico da propriedade de interesse (ou score critico) deve ser definido. Nos
estudos nos quais a fragrancia € o atributo principal envolvido, geralmente o ponto
de corte € definido através das avaliagdes sensoriais realizadas por experts ou
painéis treinados. Uma vez que uma amostra inaceitavel é identificada, seu prazo
de validade € determinado como o ponto de corte para aquela condicdo de
estocagem e o valor critico da propriedade de interesse é calculado através da
sua projecao nos scores.

Para o caso da fragrancia estudada, os prazos de validades (ou pontos
de corte) determinados pelo painel sensorial para as temperaturas de 37 e 45 °C
foram de 45 e 31 dias, respectivamente.

Utilizando a Equacao 4 e sua respectiva solugao para n = 2 (Tabela 3), os
valores de k foram usados para calcular o prazo de validade do sabonete em
barra a 27 °C, empregando os valores iniciais, Py, e os valores criticos, P, da
propriedade de interesse para as temperaturas de 37 e 45 °C, conforme mostrado
na Tabela 6.

Analisando os dados mostrados na Tabela 6, verifica-se que o prazo de
validade calculado para 27 °C foi de 59 * 5 dias, usando o corte sensorial de 37
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°C, ou 60 * 5 dias, usando os dados de 45 °C. Ambos os prazos de validade
calculados estdao de acordo com o determinado sensorialmente para essa
temperatura (27 °C), que foi 59 + 7 dias, mostrando que foi possivel o uso de
dados instrumentais para o calculo do prazo de validade desse produto, bem
como o uso temperaturas mais altas para aceleragdo da perda de fragrancia em
sabonetes.

Tabela 6. Célculo do prazo de validade para 27 °C usando os dados obtidos a 37
e 45 °C (HS-SPME-GC-MS).

Técnica analitica: HS-SPME-GC-MS

T (°0) (P1.l<(iia'1) pe p, Prazode validade a 27 °C — calculado °
neo (dias)
8 0,0086 + 0,0007
27 0,014 £ 0,001
37 0,023 + 0,001 0,745 1,914 59+5
45 0,030 + 0,002 0,737 1,914 60+ 5

Nota: n = ordem de reacgéo.
? Os prazos de validade determinados pelo painel sensorial para as temperaturas de 37 e 45 °C
foram 45 e 31 dias, respectivamente.

1 1
® Utilizando a equagdo — —— =kt e os valores de Py, Py e ky7 .c mostrados na Tabela 6.
t 0

Através do uso de temperaturas mais altas para aceleracao do estudo de
prazo de validade do produto, verificou-se que o estudo realizado durante 59 dias
em condigdo ambiente péde ser concluido em 45 dias no caso de 37 °C e em 31
dias para a condicao de 45 °C, ou seja, metade do tempo real nesse ultimo caso.
Apesar de representar uma grande vantagem para o método proposto, esses
dados evidenciam dois problemas existentes nos protocolos atuais utilizados para
esses estudos:
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- 90 dias a 45 °C n&o ird corresponder a 24 meses a temperatura
ambiente, correlagdo considerada como uma regra na industria de sabonetes. Se
considerar a fragrancia utilizada nesse trabalho, por exemplo, as amostras
deveriam suportar 12 meses a 45 °C para a comprovagao do prazo de validade
de 24 meses a temperatura ambiente. Em termos praticos, isso significa que
diversas barras de sabonete comercializadas com prazo de validade de 24 meses
possivelmente ndo mantém sua propriedades (intensidade e caracteristica de
fragrancia, no caso) durante todo esse periodo;

- 0s comportamentos de diferentes fragrancias e formulagbes de
sabonetes ndo sao sempre 0S Mesmos e, por isso, a correlacao entre diferentes
temperaturas deve ser determinada para cada caso.

Vale comentar que a fragrancia utilizada neste trabalho foi um protétipo
modelo, constituido a partir de um numero muito pequeno de compostos
quimicos, os quais foram escolhidos de maneira a produzir uma fragrancia bem
mais volatil que aquelas usadas comercialmente. Esse procedimento visou
acelerar a execug¢ao do estudo, uma vez que sabonetes em barra geralmente
possuem prazo de validade em torno de 24 meses.

Entretanto, sabonetes em barra disponiveis no mercado também foram
analisados e os resultados obtidos (Tabela 7) comprovaram que foi possivel o uso
de dados instrumentais para o calculo do prazo de validade desse produto, bem
como o uso de temperaturas mais altas para aceleracao da perda de fragrancia.
Além disso, os dados das amostras comerciais mostraram que alguns produtos de
mercado possuem prazo de validade menor que o determinado na embalagem
(24 meses), confirmando que 90 dias a 45 °C nao ira necessariamente

corresponder a 24 meses a temperatura ambiente (Tabela 7).
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Tabela 7. Calculo do prazo de validade para sabonetes em barra disponiveis no

mercado'®.

Produto de Mercado A

(°C) ( Prazo de validade a 27 °C — calculado ° (meses)

n=2
8 0,00000000011
27 0,00000000062
37 0,00000000489 8+4
45 0,00000000523 9+5
Produto de Mercado B
T (°C) k (P .dia™) Prazo de validade a 27 °C — calculado ° (meses)
n=2
8 0,0000012
27 0,0000043
37 0,0000160 9+2
45 0,0000250 13+£2
Produto de Mercado C
T (°C) k (P .dia™) Prazo de validade a 27 °C — calculado ° (meses)
n=2
8 0,0065
27 0,0139
37 0,0207 22+ 3
45 0,0300 20+4

Nota: n = ordem de reagéo.
® O prazo de validade declarado na embalagem do produto foi de 24 meses.

"9 As amostras de mercado foram analisadas usando o procedimento experimental descrito em Il
5. 8, com pastilhas retiradas da superficie das barras.
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IV. 3. 1. RESULTADOS OBTIDOS A PARTIR DA ANALISE DA
BARRA INTEIRA

Para avaliar o método de amostragem utilizado, ou seja, pastilhas
retiradas da superficie das barras de sabonete, andlises da barra de sabonete
inteira por HS-SPME-GC-MS também foram realizadas.

A Figura 28 mostra um cromatograma tipico (repeticdo da Figura 20)
obtido para as pastilhas e a Figura 29 mostra um cromatograma obtido a partir da
analise da barra inteira. Ao analisar as duas figuras, observa-se que o0s
cromatogramas sdo muito semelhantes em perfis, evidenciando que a técnica de
amostragem proposta (pastilha) € uma representagdo vélida da barra de
sabonete, sendo, portanto, adequada para comparacdo com o0s resultados
oriundos do painel sensorial (que também avaliam a barra inteira).

Para alguns compostos, a intensidade observada no caso da analise da
barra inteira (Figura 29) foi maior que a encontrada no caso da pastilha (Figura
28), como esperado uma vez que a comparacao envolve amostras com massa e

area superficial muito distintas e consideravelmente maiores no caso da barra.
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Figura 28. Cromatograma tipico (HS-SPME-GC-MS) obtido para as pastilhas.

Condigcbes cromatograficas iguais aquelas descritas na Figura 18. Repeticdo da
Figura 20.
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Figura 29. Cromatograma tipico (HS-SPME-GC-MS) obtido para analise da barra

inteira. Condicbes cromatogréficas iguais aquelas descritas na Figura 18.
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Os cromatogramas obtidos a partir da analise da barra inteira foram
tratados seguindo o mesmo procedimento usado para os dados das pastilhas.
Apds a PCA, o melhor ajuste dos scores pela Equacao 4 foi obtido com n = 2,
concordando com o resultado mostrado anteriormente para a analise das
pastilhas.

A Tabela 8 compara as constantes de velocidade calculadas a partir dos
dados obtidos com a analise das pastilhas e da barra inteira. As constantes de
velocidade calculadas para a barra inteira concordam com as da pastilha (exceto
para 8 °C), confirmando novamente a validade da técnica de amostragem
proposta nesse trabalho.

Tabela 8. Comparacao entre a velocidade (k) calculada para perda de fragrancia
a partir da analise da barra inteira e de pastilha (HS-SPME-GC-MS).

Técnica analitica: HS-SPME-GC-MS

T k — barra inteira k — pastilhas
C) (P.dia™) (P'.dia™)
n=2 n=2
8 0,0054 + 0,0001 0,0086 + 0,0007
27 0,0133 + 0,0004 0,014 + 0,001
37 0,0221 + 0,0007 0,023 + 0,001
45 0,031 + 0,001 0,030 + 0,002

Nota: n = ordem de reagéo.

O prazo de validade do produto foi novamente calculado, dessa vez
utilizando os dados da analise da barra inteira (Tabela 9). Os resultados obtidos
concordam com aqueles calculados a partir das pastilhas retiradas da superficie
(Tabela 6) e também com o determinado sensorialmente.
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Tabela 9. Célculo do prazo de validade para 27 °C usando os dados obtidos a 37
e 45 °C (HS-SPME-GC-MS, barra inteira).

Técnica analitica: HS-SPME-GC-MS

T (°C) (P1.lc(jia'1) p,2 Py Prazo de validade a 27 °C — calculado °
n=o (dias)
8 0,0054 + 0,0001
27 0,0133 £ 0,0004
37 0,0221 +£0,0007 0,769 1,982 60 + 2
45 0,031 + 0,001 0,774 1,982 59 + 2

Nota: n = ordem de reagéo.
® Os prazos de validade determinados pelo painel sensorial para as temperaturas de 37 e 45 °C

foram 45 e 31 dias, respectivamente.

1 1
® Utilizando a equagdo — —— =kt e os valores de Py, Py e ky7 .c mostrados na Tabela 9.
t 0

IV. 3. 2. ANALISE UNIVARIADA DE PERDA DE FRAGRANCIA EM
SABONETE EM BARRA UTILIZANDO HS-SPME-GC-MS

Uma das maneiras convencionais de se analisar a variacao de uma dada
propriedade com relacdo ao tempo é a anadlise univariada de um ou mais
parametros relacionados.

No caso da andlise de perda de fragrancia, a analise univariada avalia a
variacdo de apenas um ou alguns de seus compostos, € ndo a variacdo da
fragrancia como um todo. Ou seja, o composto ou alguns compostos
considerados mais importantes para a composi¢cdo da fragrancia sdo avaliados
individualmente, e a variagdo encontrada é considerada representativa da
variacao do todo. Apesar de limitado, esse método ainda é bastante utilizado na
industria, gerando muitas discussées quanto a definicdo de quais sdo os
compostos mais importantes para cada fragrancia e quais devem ser avaliados

para a determinacgdo do prazo de validade do produto.
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A Tabela 10 mostra os parametros cinéticos calculados através da andlise
univariada dos dados obtidos por HS-SPME-GC-MS para cada um dos oito
compostos constituintes da fragrancia. Utilizando a Equacdo 4, os dados
referentes a quatro dos oito compostos apresentaram melhor ajuste para n = 1,
enquanto que nos demais casos o melhor ajuste foi obtido com n = 2. A Equacao
8 foi utilizada para calculo da energia de ativacao e os valores calculados séo
também mostrados na Tabela 9.

Apesar da informagdo mostrada na Tabela 9 ser de grande valia para o
entendimento da perda de cada um componentes da fragrancia com relagdo ao
tempo, os resultados da analise univariada sao inadequados para determinagéao
do prazo de validade do produto, visto que os processos de difusao e volatilizacao
envolvidos na perda de cada um dos compostos apresentaram velocidades
bastante distintas. Ao analisar os dados da Tabela 10, verifica-se que o prazo de
validade calculado para o produto a partir da andlise univariada variaria de 16
(fenil etanol) a 128 dias (diidromircenol), dependendo do composto avaliado,
enquanto que o determinado sensorialmente foi de 59 + 7 dias.

Outro dado bastante importante é o fato do ponto de corte determinado
sensorialmente avaliar o todo, e ndo somente um ou alguns compostos
individualmente, além de ser baseado na proporcao relativa dos compostos no
headspace da amostra. Essa € outra grande vantagem do método multivariado

proposto, pois ele leva em considerag&o todos esses aspectos.
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Tabela 10. Parametros calculados para perda de fragrancia em sabonetes em
barra através de analise univariada (HS-SPME-GC-MS).

Prazo de
Composto/ validade
Ordem de a 27 °C,

reacao calculado
(dias)’
Acetato de
hexila / 1 S0£5
Acetato de
. 77+5
benzila / 1
Citronelol / 2 51 +5
Diidromircenol /
128+ 6
2
Fenil etanol / 2 16+ 4
Lilial / 1 98 + 6
Limoneno / 1 45 +5
B-pineno / 2 63+5
Notas:

' Utilizando os resultados sensoriais para as amostras estocadas a 37 °C.

k, 8 °C 2

1,3x107?
1,2x107?
2,1x107°
36x107°
3,0x107
5,7x107°
9,6x10°

86x10"°

% Constantes de velocidade expressas em:

(i) dias™ paran = 1;

(ii) P'dia” paran=2.

k, 27 °C 2

1,8x10?
2,0x10°
2,8x107°
2,7x107"°
32x10"°
7,9x10°
1,8x10?

1,7x10°
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k, 37 °C 2

2,0x10°
3,1x10°
3,1x10™
1,8x 107
3,3x107°
1,1 x10%
2,2x10°

24x10°

Ea

k, 45 °C 2
(kd/mol)

2,9x10? 15+4
5,0x107? 31+5
46x107° 16+4
1,6 x10° 40 + 24
49x10"° 9+5
1,8 x10° 25+6
2,6 x10° 23+2

28x10° 28 + 1
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IV. 4. ANALISE MULTIVARIADA DE PERDA DE FRAGRANCIA EM
SABONETE EM BARRA UTILIZANDO ESPECTROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA DE RAIOS-X

Outra possibilidade investigada foi o uso da técnica analitica de
Espectroscopia de Fluorescéncia de Raios-X para analise de perda de fragrancia
em sabonete em barra, visto que seu uso ofereceria algumas vantagens quando
comparado ao uso de HS-SPME-GC-MS, tais como: maior rapidez na analise, a
ndo necessidade de preparacdo da amostra e/ou extracdo da fragrancia e
facilidade de operacao do equipamento.

A Figura 30 mostra um espectro tipico obtido para as amostras de
sabonete em barra (estocadas por 3 dias a 27 °C) analisadas por Espectroscopia
de Fluorescéncia de Raios-X. Observa-se que o espectro obtido é dominado
pelos picos referentes ao espalhamento da fonte de raios-X (constituida de rodio),
nao apresentando qualquer outro pico além desses. Tal comportamento ja era
esperado, uma vez que as amostras analisadas eram constituidas por compostos

organicos.
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Figura 30. Espectro tipico obtido por Espectroscopia de Fluorescéncia de Raios-X

para uma amostra de sabonete em barra.

ApGs analise dos espectros obtidos, a PCA demonstrou que as primeiras
duas PCs explicaram 98% da variancia observada (86 e 12%, respectivamente).

A Figura 31 mostra os scores obtidos para PC1 e verifica-se que eles nao
seguem uma relagdo temporal sequencial, variando aleatoriamente. Os scores
obtidos para PC2, por outro lado, apresentaram variacdo temporal sequencial e
sao apresentados na Figura 32. Os loadings para PC1 e PC2 sdo mostrados na
Figura 33.
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Figura 31. Scores para PC1 (Espectroscopia de Fluorescéncia de Raios-X).
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Figura 32. Ajuste dos scores para PC2 (Espectroscopia de Fluorescéncia de
Raios-X).
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Figura 33. Loadings para PC1 e PC2 (Espectroscopia de Fluorescéncia de Raios-
X).

Como mencionado no Capitulo I, o0 método MASLT vem da natureza da
PCA (em que as componentes principais sao extraidas em ordem decrescente de
variancia explicada) e, por isso, era esperado que as primeiras PCs trouxessem
informacdes relativas a perda de fragrancia, fato ndo observado nesse caso.

Quando isso é observado, a natureza multivariada do MASLT pode ser
usada como uma ferramenta para diagnéstico de possiveis falhas na execucao do
estudo de validade e os procedimentos de estocagem, amostragem e aquisigao
dos dados devem ser cuidadosamente revistos. Para os dados obtidos por
Espectroscopia de Fluorescéncia de Raios-X, a falta de informagdo relacionada
ao tempo na PC1 pode ser explicada pela variagdo na apresentacao das pastilhas
(trincas e rachaduras, quebras, etc.) e pelas alteracdes fisicas sofridas pelo
produto ao longo do estudo (diminuicdo do teor de umidade, etc.), fatores que
interferem no espalhamento da radiacdo de raios-X. Analisando o gréafico de
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loadings (Figura 33), verifica-se que a PC1 é influenciada pelo espalhamento da
fonte de raios-X, que poderia estar relacionado a perda de fragrancia, mas que
nesse caso pode ter respondido também a toda a variagcdo na apresentacao das
amostras e nas caracteristicas fisicas do produto. Esse mesmo fenédmeno nao foi
observado para os resultados de HS-SPME-GC-MS porque havia um processo de
extracao envolvido nesse caso, modificando a amostra.

A andlise de loadings para PC2 (Figura 33) mostra que ela também foi
influenciada pelo espalhamento da fonte de raios-X, mas seus scores
apresentaram uma relacao temporal sequencial, relacionada com a perda de
fragrancia e com a perda de agua. Assim, os dados de PC2 foram ajustados de
acordo com a Equacéao 4 e a Tabela 11 mostra que o melhor ajuste foi obtido com
n=0.

O grafico da Figura 34 mostra a relacdo entre In k e o inverso da
temperatura. A energia de ativacdo envolvida no processo foi calculada a partir da
Equacéo 8 e o valor obtido foi de 9 = 2 kd/mol.

Tabela 11. Ajuste dos scores para PC2 (Espectroscopia de Fluorescéncia de
Raios-X).

Temperatura (°C) rPparan =20 rPparan =1 rPparan =2
8 0,7921 0,7080 0,0442
27 0,7733 0,3646 0,0125
37 0,7216 0,4192 0,0465
45 0,6481 0,3478 0,0010

Nota: n = ordem de reagéo.
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Figura 34. Relagéo entre In k e o inverso da temperatura, através da lei de

Arrhenius (Espectroscopia de Fluorescéncia de Raios-X).

Finalmente, os valores calculados de k foram utilizados para calcular o
prazo de validade do sabonete em barra a 27 °C, utilizando os scores iniciais, Po,

e critico (ponto de corte sensorial), P, para as temperaturas de 37 e 45 °C

(Tabela 12).

Tabela 12. Calculo do prazo de validade para 27 °C usando os dados obtidos a

37 e 45 °C (Espectroscopia de Fluorescéncia de Raios-X).

Técnica analitica: Espectroscopia de Fluorescéncia de Raios-X

k (P/dia Prazo de validade a 27 °C — calculado
TEC) G 0 ! i Po (dias)
8 0,0048 + 0,0004
27 0,0056 + 0,0005
37 0,0064 + 0,0007 -0,010 0,327 60 + 6
45 0,007 + 0,001 0,068 0,327 46 +5

Nota: n = ordem de reagéo.
' Os prazos de validade determinados pelo painel sensorial para as temperaturas de 37 e 45 °C

foram 45 e 31 dias, respectivamente.

2 Utilizando a equagéo P — P, =kt e os valores de Py, Py e ko7 -c mostrados na Tabela 12.
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Observando os dados mostrados na Tabela 12, verifica-se que o prazo de
validade calculado para 27 °C foi de 60 * 6 dias, usando o corte sensorial de 37
°C, ou 46 £ 5 dias, utilizando os dados de 45 °C. Enquanto que o primeiro deles
esta de acordo com o prazo de validade determinado sensorialmente (59 = 7
dias), o segundo nao concorda com o esperado, apresentando um prazo de
validade menor que aquele determinado pelo painel sensorial.

Essa divergéncia pode ser explicada pela variacao do conjunto de dados
obtido para as amostras estocadas a 45 °C, observada, inclusive, pelo baixo valor
do coeficiente de correlacdo da curva de regressao linear ajustada para esses
dados (r2 = 0,6481), como também pela influéncia da perda de agua, da variacao
da apresentagcdo das amostras e das alteracdes fisicas do produto nos espectros

obtidos por Espectroscopia de Fluorescéncia de Raios-X.

IV. 5. ANALISE MULTIVARIADA DE PERDA DE FRAGRANCIA EM
SABONETE EM BARRA UTILIZANDO ESPECTROSCOPIA NO
INFRAVERMELHO PROXIMO

A terceira técnica analitica investigada para andlise de perda de
fragrancia em sabonete em barra foi a Espectroscopia no Infravermelho Préximo,
uma vez que ja havia sido utilizada anteriormente para determinagéo do prazo de
validade de bens de consumo e que constitui uma fonte de baixo custo, confiavel
e rapida para obtengdo de informagbes quimicas quantitativas relacionadas ao
produto.

A Figura 35 mostra um espectro tipico obtido para as amostras de
sabonete em barra (estocadas por 3 dias a 27 °C) analisadas por Espectroscopia
no Infravermelho Proximo.
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Figura 35. Espectro tipico no Infravermelho Proximo obtido para amostra de

sabonete em barra.

Apoés o tratamento de todos os espectros obtidos, a PCA demonstrou que
a componente principal 1 explicou 93% da variancia, enquanto a 2 explicou outros
5%. Os scores para PC1 sado apresentados na Figura 36 e apresentam relagcéao
temporal sequencial. Apesar dessa técnica também ser bastante sensivel a
alterac6es na apresentacdo da amostra e nas caracteristicas fisicas do produto,
barras inteiras de sabonete foram utilizadas para analise, eliminado a variagao

originada pela apresentacéo das pastilhas.
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Figura 36. Scores para PC1 (Espectroscopia no Infravermelho Proximo).

Os scores para PC1 foram ajustados pela Equacao 4 e, assim como no
caso de Espectroscopia de Fluorescéncia de Raios-X, o melhor ajuste foi obtido
comn =0 (Tabela 13). A relagédo entre In k e 0 inverso da temperatura (através
da lei de Arrhenius) é mostrada na Figura 37 e o valor de energia de ativacéao
calculado foi de 20 + 6 kd/mol.

Tabela 13. Ajuste dos scores para PC1 (Espectroscopia no Infravermelho

Proximo).
Temperatura (°C) rPparan=_0 rPparan =1 rPparan =2
8 0,4132 0,1628 0,0186
27 0,8973 0,8918 0,0024
37 0,9817 0,8834 0,0174
45 0,9500 0,9339 0,1578

Nota: n = ordem de reagéo.
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Figura 37. Relagéo entre In k e o inverso da temperatura, através da lei de

Arrhenius (Espectroscopia no Infravermelho Proximo).

Apoés, os valores de k mostrados na Tabela 13 foram utilizados para

calcular o prazo de validade do sabonete em barra a 27 °C (Tabela 14).

Tabela 14. Calculo do prazo de validade para 27 °C usando os dados obtidos a

37 e 45 °C (Espectroscopia no Infravermelho Préximo).

Técnica analitica: Espectroscopia no Infravermelho Proximo

Prazo de validade a 27 °C —

. k (P/dia) 1
T(C) n=0 P Po calculado? (dias)
8 0,013+ 0,001
27 0,028 + 0,002
37 0,0298 + 0,0007 0,439 -1,289 62 + 8
45 0,029 + 0,001 0,361 -1,289 59+9

Nota: n = ordem de reacgéo.
' Os prazos de validade determinados pelo painel sensorial para as temperaturas de 37 e 45 °C

foram 45 e 31 dias, respectivamente.

2 Utilizando a equagao P, - Po =kt e os valores de P:, Po € Ko7 .c mostrados na Tabela 14.
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Através dos dados mostrados na Tabela 14, verifica-se que o prazo de
validade calculado para 27 °C foi de 62 * 8 dias, usando o corte sensorial de 37
°C, ou 59 * 9 dias, usando os dados de 45 °C, e ambos estdo de acordo com
aquele determinado sensorialmente (59 + 7 dias).

Entretanto, verifica-se que os valores de k calculados para 27, 37 e 45 °C
foram muito préximos, mostrando que as diferentes temperaturas nao tiveram
impacto significativo nos espectros, fenémeno também observado para o caso de
Espectroscopia de Fluorescéncia de Raios-X (Tabela 12). Nos dois casos, as
técnicas avaliadas sdo sensiveis as diversas alteracdes ocorridas na barra de
sabonete em funcéo do tempo durante a estocagem (perda de umidade, perda de
fragrancia, aumento no indice de refracdo do material, alteragdes na
microestrutura do produto, etc.), ou seja, ha varios fenbmenos ocorrendo nas
amostras e interferindo nos resultados obtidos, impedindo que esses reflitam
somente a perda de fragrancia observada. Além disso, uma vez que esses
fendbmenos podem causar variacdes positivas ou negativas nos espectros, a soma
de todos eles pode gerar um efeito total nulo na variacdo dos espectros em
funcdo do tempo, explicando a aparente falta de sensibilidade dessas duas
técnicas para as diferentes temperaturas utilizadas nesse trabalho.
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V — CONCLUSAO

“Nao se preocupe em tomar a decisdo certa...pois ela ndo existe.”
(Fernao Capelo Gaivota)
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V. 1. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho possibilitaram o desenvolvimento de
um método empregando técnicas analiticas instrumentais aliadas a métodos
quimiométricos para analise de perda de fragrancia em sabonetes em barra,
visando acelerar a obtencédo dos dados necessarios para a determinagéo do prazo
de validade desse tipo de produto.

A técnica de HS-SPME-GC-MS possibilitou que dados originarios de
instrumentacdo analitica fossem utilizados diretamente para o estudo das
propriedades de interesse e determinagdo do prazo de validade do produto,
permitindo a realizagdo de estudos mais rapidos e robustos, ndo baseados apenas
em respostas subjetivas oriundas de painéis sensoriais. Além disso, a técnica foi
eficiente em determinar o prazo de validade do produto (59 + 5 dias, usando o
ponto de corte sensorial de 37 °C, ou 60 + 5 dias, usando os dados de 45 °C),
concordando com o prazo determinado sensorialmente (59 = 7 dias) e sendo a
mais indicada para a aplicacdo em questao. O uso de temperaturas mais elevadas
permitiu que o estudo de prazo de validade acelerado fosse concluido em 45 dias
no caso de 37 °C e 31 dias para a condicédo de 45 °C, ou seja, metade do tempo
necessario para a condicdo ambiente (59 dias), o que representa uma grande
vantagem do método proposto.

A andlise univariada dos compostos quimicos constituintes da fragrancia a
partir dos dados de HS-SPME-GC-MS também foi investigada, mas se mostrou
inadequada para o proposito em questdo. Apesar de grande valia para
entendimento da perda de cada um componentes da fragrancia, os processos de
difusdo e volatilizagdo envolvidos apresentaram velocidades bastante distintas e o
prazo de validade calculado para o produto a partir da analise univariada variaria
de 16 (fenil etanol) a 128 dias (diidromircenol), dependendo do composto avaliado.
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As outras duas técnicas avaliadas, Espectroscopia de Fluorescéncia de
Raios-X e Espectroscopia no Infravermelho Préximo, se mostraram pouco
adequadas ao objetivo proposto, visto que os dados obtidos apresentaram grande
interferéncia de outras variacbes ocorridas nas amostras (perda de umidade,
alteracdes na apresentagdo da amostra, mudangas na microestrutura do produto,
etc.), nao refletindo somente a perda de fragrancia. Elas foram capazes de
analisar a variagcdao da barra de sabonete como um todo, apresentaram alguma
sensibilidade em relacdo a perda de fragrancia, mas trabalhos futuros em técnicas
de amostragem devem ser desenvolvidos para utilizacdo dessas técnicas para

esse fim.
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VI - PERSPECTIVAS

“Nds devemos ser a mudanga que queremos ver no mundo.”
(Gandhi)
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VI. 1. PERSPECTIVAS

Como perspectivas para a continuacdo desse trabalho, algumas
possibilidades podem ser destacadas:

- uso da temperatura de 60 °C para andlise de perda de fragrancia em
sabonete em barra utilizando maior frequéncia de andlise. O uso dessa condi¢ao
permitiria acelerar ainda mais a obtencao dos dados, reduzindo o tempo de estudo
para determinacdo do prazo de validade do produto. Entretanto, como
mencionado no Capitulo IV desse trabalho (vide item IV.2.), o ponto de corte pelo
painel sensorial ocorre muito rapidamente no caso dessa temperatura, sendo
necessario a realizagcao de analises diarias para acompanhamento dos dados;

- estudo de novas formas de preservacao para as amostras utilizadas
como padréo durante as avaliacbes sensoriais. Essas amostras devem ser uma
representacdo valida do produto recém produzido durante todo o estudo de prazo
de validade e para isso a sua condicdo de estocagem deve ser capaz de impedir a
ocorréncia dos fenbmenos de perda de fragrancia observados;

- desenvolvimento de outras técnicas de amostragem e analise, mais
rapidas e de menor custo quando comparadas a HS-SPME-GC-MS. Um exemplo
seria 0 desenvolvimento de um método de amostragem para analise do
headspace por Espectroscopia no Infravermelho;

- desenvolvimento de novas técnicas de amostragem para o uso de
Espectroscopia de Raios-X e Espectroscopia no Infravermelho Proximo na analise
de perda de fragrancia em sabonetes em barra;

- aplicacédo do método desenvolvido para analise de aroma em alimentos,
empregando cromatografia (liquida ou gasosa) aliada a quimiometria para
determinacao do prazo de validade do produto em menor tempo.
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“O conflito ndo é entre o bem e 0 mal, mas entre o conhecimento e a ignorancia.”
(Buda)
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