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Sumario

O presente trabalho insere-se no ambito da wunidade curricular de
“Dissertacao/Estagio” do Mestrado em Engenharia Quimica, na area de especializacdo
de Qualidade, a realizar em contexto industrial na empresa Colep, sediada em Vale de
Cambra.

Tratando-se a Colep de uma empresa lider em contract manufacturing e com
fabricas em todo o Mundo, € necessario assegurar que os métodos utilizados para a
determinacdo de qualquer componente solicitado pelo cliente, sejam métodos
devidamente validados e com resultados de confianca. O estagio em questao teve como
objetivo a avaliagédo da precisédo, nomeadamente a repetibilidade e precisdo intermédia,
na determinacdo de Trietil Citrato (TEC), Etilhexilglicerina (Sensiva) e Farnesol em
desodorizantes e antitranspirantes. Estes compostos sdo adicionados ao produto na sua
formulacdo procurando proporcionar ao mesmo propriedades emolientes, surfactantes,
antimicrobianas, entre outras.

A determinacdo de TEC, Sensiva e Farnesol foi efetuada por Cromatografia
Gasosa com Detetor por lonizagdo de Chama (GC-FID). Foram executados dois
métodos, Método A, fornecido por um cliente e o Método B, desenvolvido pela empresa,
por dois operadores, 1 e 2. A precisao foi avaliada através da repetibilidade e precisao
intermédia. Foi ainda efetuada a comparacao entre os dois métodos.

Verificou-se uma melhor repetibilidade para o operador 1 que para o operador 2
nos dois métodos. O coeficiente de variagdo associado ao operador 2 foi superior a 10%
em algumas determinacgodes.

Para a precisdo intermédia, de cada principio ativo e para cada método
considerou-se a variacdo da variavel operador. Todos os resultados obtidos foram
inferiores a 10%, exceto para as areas da amostra relativamente ao TEC e Sensiva no
Método B.

Pretendeu-se verificar se existiam diferencgas significativas entre os métodos A e
B, relativamente as suas precisdes, efetuando-se o teste Fisher-Snedecor. Verificou-se
gue na determinacgéo de TEC e Farnesol ndo se observaram diferengas significativas ao
contrario do que se constatou na determinacao de TEC e Sensiva.

Por fim, concluiu-se que o produto estava conforme uma vez que que as
percentagens de TEC, Sensiva e Farnesol obtidas se apresentaram dentro do intervalo

de valores especificados para ambos os métodos.

Palavras-chave: Cromatografia Gasosa, Trietil Citrato, Etilhexilglicerina,

Farnesol, Repetibilidade, Precisao Intermédia, Comparacédo de métodos.
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Abstract

This thesis falls within the context of the curricular unit of “Dissertation/Internship”
of Master in Chemical Engineering, branch in Quality, carried out in an industrial context
at Colep, located in Vale de Cambra.

Since Colep is a leading contract manufacturing company with factories all over
the world, it is needed to ensure that the methods used to determine any component
requested by the client, that can be effectively performed and with reliable results. The
main goal was assessment of precision of Triethyl Citrate (TEC), Ethylhexylglycerine
(Sensiva) and Farnesol in deodorants and antiperspirants. These compounds are added
in the product formulation to provide emollient, surfactant and antimicrobial proprieties,
among others.

The determination of TEC, Sensiva and Farnesol was carried out by Gas
Chromatography with Flame lonization Detetor (GC-FID). Two methods were performed
by two operators, 1 and 2, Method A, provided by a customer and the Method B,
developed by the company. The precision was evaluated through repeatability and
intermediate precision.

A better repeatability was found for operator 1 than for operator 2 in both
methods. The coefficient of variation of more than 10% was observed for operator 2 in
some determinations.

Concerning the intermediate precision of each active principle and for each
method, the operator was the variable changed. All the coefficient of variation obtained
were less than 10%, except for the sample areas relative to TEC and Sensiva in Method
B.

The Snedecor F test was applied to see if there were significant differences
between method A and method B. For TEC and Farnesol determination no significant
differences were observed between methods, contrary to what was found in the
determination of TEC and Sensiva.

Finally, it was possible to conclude that the product was compliant since the
percentages of TEC, Sensiva and Farnesol obtained were within the range of specified

values.

Keywords: Gas Chromatography, Triethyl Citrate, Ethylhexylglycerine, Farnesol,

Repeatability, Intermediate Precision, Methods comparison
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1. Introducéo

O presente trabalho foi realizado no ambito da unidade -curricular de
“Dissertacao/Estagio” do Mestrado em Engenharia Quimica, no ramo de especializacdo
de Qualidade, do Instituto Superior de Engenharia do Porto. O estagio em questdo
realizou-se na empresa Colep, em Vale de Cambra, no Departamento Técnico inserido
na unidade de Enchimento e teve duracdo de 6 meses. Apresenta como objetivo a
analise da precisdo, nomeadamente da repetibilidade e precisdo intermédia, e a
comparacao entre métodos, na determinacao de Trietil Citrato (TEC), Etilhexilglicerina

(Sensiva) e Farnesol em desodorizantes (DEQ’s) e antitranspirantes (APD’s).

1.1. A empresa

A Colep, situada em Vale de Cambra, é uma das empresas do grupo RAR, sendo
lider mundial de embalagens de bens de consumo e contract manufacturing, na
fabricacdo de aerossois e liquidos e um importante fornecedor de embalagens de folha
de flandres e plastico[1].

Fundada em 1965 pelo empresério Ilidio Pinho, a Colep tem vindo a crescer ao
longo dos anos, com presenca em Portugal, Alemanha, Pol6nia, Espanha, Reino Unido,
Brasil, México e no Médio Oriente.

Em 1975, a Colep iniciou-se na Contract Manufacturing, ou seja, ha formulacéo,
fabrico, enchimento e embalamento de produtos de grande consumo em embalagens
metdlicas e plasticas. Essencialmente, fornece um servico completo aos seus
clientes[2]. Em 1993, procedeu a compra da fabrica da S. C. Johnson’s em Espanha
fundando a Colep Espanha. Em 1999, a Colep adquiriu a CENSA que se tornou a Colep
Navarra, dedicada a producéo de embalagens em folha-de-flandres. Para além desta
expansao, no mesmo ano, a Colep também comprou a Shirley & Associates, no Reino
Unido, dedicando-se a Contract Operations.

Ja em 2001, foi realizado o primeiro grande investimento de raiz a nivel
internacional, na Poldnia, destinado ao Contract Manufacturing. No mesmo ano, a Colep
passou a pertencer ao Grupo RAR.

Em 2004, fundiu-se as divisdes europeias de Custom Manufacturing da CCL
Industries Inc., formando a COLEPCCL, nome esse que, em 2011, alterou para Colep
permanecendo até hoje (Figura 1.1). Entretanto, a Colep também se estabeleceu no

Brasil.
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@colep

Figura 1.1. Logotipo atual da empresa[1].

Em 2013, a Colep estabeleceu uma alianca com a One Asia Network liderando
0 mercado asiatico na producao de aerossodis e de componentes liquidos. No mesmo
ano, a Colep também se expandiu, ndo s6 para o México, como também para o0s
Emirados Arabes Unidos.

Ja em 2016 adquiriu mais uma fabrica na Pol6nia, em Kleszczéw. A Colep fechou
esse ano com vendas consolidadas de 464 milhdes de euros[3].

A Figura 1.2 apresenta uma visdo a nivel mundial das diferentes fabricas da

Colep.

One Asia Network

Figura 1.2. Viséo global das diferentes fabricas da Colep[1]

A Colep destaca-se através dos valores que procura seguir e transmitir, entre 0s

quais [4]:

- Foco no cliente procurando alcancar e exceder as expectativas dos clientes
tanto externos como internos;

- Etica, procurando atuar sempre com respeito e confianca;

- Aprendizagem e criatividade, procurando criatividade na procura de novas

solu¢des com aplicacao pratica;
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- Criacao de valor, comprometendo-se com uma criagcdo sustentavel de valor para
a empresa e para todas as partes interessadas;
- Paixao pela exceléncia, esforcando-se por melhorar continuamente e alcancar

a exceléncia em todo o seu trabalho.

A Colep é responsavel pelo enchimento de aerossois e liquidos (product supply
group division), pela Litografia e pela produgdo de embalagens metélicas e plasticas
(packaging division), cujo processo produtivo esta descrito na Figura 1.3. Na unidade de
enchimento, a fabrica € composta por duas grandes areas distintas: a area dedicada a
produtos cosméticos entre os quais desodorizantes, espumas e géis de barba, e a area

dedicada a produtos de ndo cosmética como inseticidas, produtos de limpeza, entre

outros[5].
EMBALAGENS EMBALAGENS
METALICAS PLASTICAS
P RS | e -
| Falka de I Polierileno i
| flandres — — - ARMAZENAGEN i ARMAZENAGEM & - — — Poliprapilenc
i P Policlorets de vinilo :
: ¥ I i I
I N . i
| CORTE ! MoLpacio __y Embalogens pidsticas !
| I | Tampas pldsticas |
Folhas I Aros I
: litografodas L4 | | |
i + LITOGRAFIA : ' EMBALAMENTO / '
i | ' ARMAZENAGEM |
I I
| Folhas htografadas | :
I 4 L |
I
| ESTAMPAGEM |
! |
: ¥ !
Embaologens | Aros
| metdlicas ¥ MONTAGEM |
' |
! Ezpumaz, el da - |
| barba, Deos, ==~ FORMULACAD i
| Antitranspirantes, |
.
i Embalogens Tampas I
! I
[ ENCHIMENTO I
! |
|
i v :
i EMBALAMENTO / _, Embologens . FORMULACAO E
i ARMAZENAGEM cheias | ENCHIMENTO

Figura 1.3. Fluxograma geral do processo produtivo da Colep [6]
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1.1.1. Unidade de Enchimento e Departamento Técnico

Esta dissertacdo foi inserida no Departamento Técnico (DT) da Unidade de
Enchimento da Colep. Para além do enchimento do produto, esta unidade € responsavel
pela formulacdo quimica e embalamento do mesmo. Abrange produtos como
desodorizantes, antitranspirantes, espumas de barbear, lo¢cées corporais, produtos de
limpeza, lubrificantes, entre outros.

O DT, tal como o préprio nome indica, auxilia na preparagdo/desenvolvimento
técnico inerente ao produto final atuando na cotacdo, desenvolvimento e qualidade do
mesmo. E responsavel por toda a documentagéo técnica, analise de matérias-primas,
desenvolvimento de métodos analiticos, métodos de trabalho ou de equipamentos,
desenvolvimento/validagcdo do blending (formulacéo), limpeza/sanitizagcédo e primeiras
producdes. O organograma relativo ao DT encontra-se representado na Figura 1.4.

Technical

Technical Feasibility

Studies
Co- 3 Samples, Tests,
Development Im?)\llzvenF::aon(:ggésn g;i?t?slggoﬁ Analytical Methods &
(Gsr?éfncaoakr; « Coordination el
packaging)
Samples &
Technical C&s Tests

Documentation

New Products
Implementation

Figura 1.4. Organograma do Departamento Técnico (Adaptado de [7])

O DT possui um laboratorio que colabora com a producdo uma vez que
apresenta equipamentos semelhantes a esta, mas em pequena escala. Isso torna-se
uatil na realizac&o de ensaios solicitados por clientes.

Tal como foi referido anteriormente, a Colep estd inserida na industria de
embalagens e contract manufacturing (formulagdo quimica do produto, fabrico,
enchimento e embalamento de produtos de grande consumo)[8]. Por conseguinte, o

objetivo fulcral é satisfazer o cliente que envia toda a informacgéo de acordo com o que
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pretende. Deste modo, sera necessario adequar essa informacdo ao pessoal e aos

equipamentos disponibilizados na empresa.

1.2. Objetivo e organizacao da dissertacao

1.2.1. Objetivo

Com a presente dissertacdo, pretendeu-se verificar a precisdo, nomeadamente
a repetibilidade e precisdo intermédia, de dois métodos utilizados para determinar a
presenca de substancias ativas presentes em DEO’s e APD’s e, ainda, efetuar a
comparacgdo entre esses mesmos métodos. O Método A, método fornecido por um
cliente, prevalece sobre qualquer método e, uma vez que este ja se encontra validado,
apenas foi necessério efetuar analise da precisdo, nomeadamente da repetibilidade e
precisao intermédia. J& o Método B, método desenvolvido pela empresa, € um método
que apenas é utilizado como confirmacdo ou em caso de davida, e embora ainda
necessite de ser validado, como ndo é uma prioridade, também foi realizada a mesma
andlise. Isto deveu-se ao facto de terem existido alteracbes no procedimento
experimental de ambos de forma a otimizar o mesmo.

Os valores obtidos através destes métodos devem estar dentro de intervalos de
especificagbes fornecidos pelo cliente verificando-se se os produtos estavam ou nao

conformes relativamente a este parametro.

1.2.2. Organizagéo da dissertagdo

A presente dissertacdo estd dividida em 9 capitulos. No primeiro capitulo,
encontra-se a apresentacéo da empresa e da unidade onde o estagio foi realizado. E
ainda realcado o porqué da andlise de apenas da precisdo, nomeadamente da
repetibilidade e precisao intermédia.

No segundo capitulo sdo explicados os principios gerais de um aerossol assim
COMO 0S Sseus processos de enchimento.

Os trés principios ativos analisados neste trabalho séo apresentados no terceiro
capitulo nomeadamente a sua descri¢céo e propriedades.

No quarto capitulo é descrita a técnica utilizada na determinacdo dos principios
ativos, a Cromatografia Gasosa, dando enfase ao detetor por ionizagdo de chama tendo
em conta que foi o detetor utilizado na empresa.

A validacao de métodos analiticos e os respetivos parametros analisados séo
apresentados no quinto capitulo.

O sexto capitulo diz respeito a descricao do procedimento experimental.
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No sétimo capitulo sdo apresentados os resultados obtidos e a respetiva
discusséo.

O oitavo capitulo descreve o trabalho complementar desenvolvido na empresa.

Por fim, no nono capitulo séo referidas as conclusées do trabalho realizado e

algumas consideracdes finais.
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2. Aerossol

Tal como referido no subcapitulo 1.1, a empresa € responsavel pelo enchimento
de produtos liquidos e aerossois. Os produtos em analise, os DEO’s e APD’s,
apresentam-se na forma de aerossol.

Embora os aerossois surgissem no mercado nos anos 30 do século XX, apenas
durante a Segunda Guerra Mundial é que se observou uma expansao significativa pela
utilizacdo de inseticidas na guerra. A partir dai, expandiram-se em cosméticos sendo os
mais populares as lacas para o cabelo e as espumas de barbear seguidos pelos
desodorizantes e antitranspirantes[9].

Um aerossol € uma suspensdao coloidal em que particulas finas de um sélido ou
liquido estdo contidas no ar ou num outro gas[9]. Segundo a Diretiva (75/324/CEE)
relativa a aproximacdo das legislagbes dos Estados-membros respeitantes as
embalagens aerossaéis “entende-se por embalagem aerossol o conjunto constituido por
um recipiente nao reutilizavel de metal, vidro ou plastico, contendo um gas comprimido,
liquefeito ou dissolvido sob pressao, com ou sem liquido, pasta ou pé e provido de uma
valvula que permite a saida do contetudo sob a forma de particulas sdlidas ou liquidas
em suspensao num gas, ou sob a forma de espuma, de pasta ou de pd, ou no estado
liquido®[10].

A embalagem de um aerossol pode ser de metal, plastico ou vidro (Figura 2.1).

Esta apresenta ainda a valvula, atuador, produto e propulsor.

Metal Plastico Vidro

PET -
Folha de — Politereftalato Protegido
Flandres de etileno ou nao
protegido
PEN -
— Polinaftalano

Aluminio h
de etileno

Nylon -
Poliamidas

EVOh -

| Copolimero de

etileno e alcool
vinil

Figura 2.1. Tipos de material utilizados em embalagens de aerosséis (Adaptado de [11]).



Determinagéo de Trietil Citrato, Etilhexilglicerina e Farnesol em DEQ’s e APD’s: Precisdo e comparagéo entre métodos

Como é possivel verificar na Figura 2.2, quando o atuador é pressionado, 0 gas
propulsor é comprimido, expande e o produto é empurrado para baixo. Este entra no
tubo imerso e sai pela valvula que se encontra aberta. Como a pressao no exterior €
inferior & pressado no interior do aerossol, o propulsor volta ao estado gasoso libertando
assim o produto na forma de uma névoa. Quando se trata de uma mousse ou espuma,

o propulsor cria bolhas que faz com que o produto se expanda[11,12].

Atuador

Valvula 7A}:'!LJ\
J

Recipiente
Propulsor

\ Mistura propulsor/
\ \ produto

Figura 2.2. Esquema do funcionamento de um aerossol (Adaptado de [11]).

Um dos constituintes do aerossol bastante importante é a valvula que, tal como
demonstra a Figura 2.3, é constituida pela valve cup ou clpula, mounting cup gasket ou
junta externa, stem gasket ou junta interna, stem, spring ou mola, housing e pelo dip
tube. A cupula é composta por folha de flandres ou aluminio sendo a pega que suporta
0 conjunto da valvula. A junta externa assegura a prote¢ao entre a valvula e o recipiente.
O stem controla a quantidade de produto que sai e é onde a mola se situa sendo que
esta garante o funcionamento da valvula. O housing permite a jungdo dos constituintes
da vélvula e o dip tube, composto por polietileno ou polipropileno, é por onde o produto
é conduzido em dire¢éo a valvula para ser expelido[13].

Existe ainda o aerossol BoV (Bag on Valve) que foi desenvolvido em 1982. Este
tipo de aerossol apresenta um saco soldado a valvula em que é rodeado pelo gas
propulsor, geralmente azoto. Quando o atuador € pressionado, o gas faz pressdo no
saco que se encontra cheio, fazendo com que haja forca suficiente para que o produto

seja libertado. O gas permanece no interior nao saindo para a atmosfera.
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O saco é feito de quatro materiais, polipropileno no interior, nylon, aluminio,
politereftalato de etileno no exterior e é ligado ao housing da valvula por calor.

Este tipo de aerossol permite que seja dispensado 100% de produto, que o
aerossol seja atuado em qualquer posi¢do e € menos suscetivel a contaminacdes. Para
além disso, este tipo de aerossol é reciclavel resultando numa pegada ecoldgica

menor[14].

Valve Cup/Capula

Mounting Cup Gasket/
Junta Externa S——
Stem Gasket/ Junta (G

Interna
Stem 8 Mounting Cup Gasket/

Junta Externa

Stem

Stem Gasket/
Junta Externa

Spring/Mola

Housing v

Dip Tube

Spring/ Mola

Housing

Valve Cup/ Clpula

Dip tube

Figura 2.3. Diferentes perspetivas de uma valvula de um aerossol (Adaptado de [11,14])

2.1. Processos de Enchimento

Relativamente ao processo de enchimento de aerossois, este comeca pela
introducdo do produto na lata obedecendo aos volumes estipulados, seguindo a
cravacdo da valvula. E necessario verificar se a mesma se encontra bem cravada,
havendo monitorizacdo de forma a verificar os parametros de cravagdo (altura e
diametro). O gés é introduzido, num compartimento isolado no exterior e 0s aerossois
passam num banho entre 55 e 60 °C de modo a detetar fugas controlando o processo
de cravacgdao e a resisténcia do produto a variagdes de pressao no interior. Caso existam
fugas, as latas sédo imediatamente rejeitadas. Neste banho é igualmente controlada a
guantidade de nitritos visto que, caso se trate de aerossoéis em folha de flandres, estes
podem oxidar. De seguida, sdo colocados o atuador e a tampa ou tampa/atuador
dependendo do produto que se trate. Por ultimo, o aerossol é codificado com a
informacé&o fornecida pelo cliente e, com as especificagdes finais de embalamento

também disponibilizadas pelo cliente, est4 pronto para envio.
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Todavia, este processo de enchimento pode variar, por exemplo, quando se trata
de um aerossol BoV. Neste tipo de aerossol, como referido anteriormente, a valvula
contém um saco soldado (Figura 2.4). Este conjunto é introduzido na lata (a) assim como
0 gas (azoto) no espacgo entre o0 saco e a lata ao mesmo tempo que ocorre a cravagao
da valvula (b). Depois de verificada a pressdo no interior do saco e da remoc¢ao de
qualquer residuo que possa estar presente no saco, o0 produto juntamente com
isopentano e isobutano (previamente misturados) € colocado no interior do saco através
do stem (c). Por fim, o aerossol passa por um chuveiro de forma a retirar o excesso de
produto (d), é pesado e encaminhado para o banho para verificar se existem fugas.
Colocados o atuador e tampa ou atuador/tampa, segue, de igual forma, para a

codificacdo e envio.

_ PRODUCT "
] e - i
o C ) L5 P N\
74 Ny Z M W Z T\
L e ] —
a) b) J d)

Figura 2.4. Processo de enchimento de aerossol BoV: a) Introdugéo da valvula com o saco na lata b) Cravacao da

vélvula c) Introducéo do produto juntamente com isobutano e isopentano d) Limpeza da valvula (Adaptado de [11]).
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3. Principios Ativos

De acordo com a finalidade do produto e do mercado alvo que se pretende
atingir, sdo introduzidos diferentes tipos de principios ativos em formulacdes. Por
exemplo, os produtos diferem de acordo com o setor, feminino ou masculino, a que s&o
destinados, nédo so relativamente ao perfume, mas também a nivel de cuidado de pele,
entre outros. Neste grupo de produtos, inserem-se 0os DEQO’s e APD’s que pretendem
combater o0 mau odor e a transpiragdo. Estes produtos comegaram a estar disponiveis
a partir de cerca de 1800 e hoje fazem parte do quotidiano[15]. A principal diferenca
entre ambos, é que o APD tem como objetivo inibir a producédo da transpiracdo enquanto
gue o DEO nédo impede de transpirar, mas elimina as bactérias causadoras de mau odor,
camuflando-o.

O Trietil Citrato (TEC), Etilhexilglicerina (EHG) e Farnesol sao trés exemplos de

principios ativos utilizados nas formulacgdes de DEQO’s e APD’s.

3.1. Trietil Citrato

TEC é um éster de 4cido citrico que pertence a familia dos acidos Tricarboxilicos
e derivados[16] e a sua formula esta presente na Figura 3.1. E formado através da
esterificacdo do etanol com &cido citrico e posterior purificagdo, ndo necessitando de
qualquer outro tratamento para a sua utilizacdo em produtos cosméticos[17]. E um
liquido incolor e inodoro.

Foi aprovado para uso farmacéutico e alimentar h4 50 anos sendo utilizado
igualmente em produtos cosméticos uma vez que possui propriedades desodorizantes
e de cuidado de pele excelentes. A sua férmula molecular é C12H2007 e possui massa
molar de 276,28 g.mol* [17].

~"0 > 0~ >~

Figura 3.1. Estrutura quimica do Trietil Citrato[17].

O TEC é visto como um aditivo seguro e suave sendo utilizando em

desodorizantes uma vez que nao interfere com 0s processos naturais da pele mesmo

11
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em casos de uso em excesso e apresenta uma boa interacdo com outros compostos
aquando da formulacéo. E de elevado interesse uma vez que inibe a decomposicéo
enziméatica dos componentes do suor apresentando ainda propriedades antimicrobianas
[17]. O seu mecanismo de acado é dependente do valor do pH. Isto porque a reducdo do
pH da pele vai reduzir reversivelmente a atividade das enzimas esterases presentes ha

superficie da pele, inibindo a formac¢éo de compostos formadores de odor[18,19].

3.2. Etilhexilglicerina

EHG, cuja estrutura quimica esta presente na Figura 3.2, foi introduzida no
mercado da cosmética em 1992, conhecido como Sensiva ® SC 50. E um liquido incolor
e praticamente inodoro, utilizado como aditivo em cuidados de pele e desodorizantes
tratando-se de um composto com um elevado teor de pureza. E frequentemente
utilizado como uma alternativa a parabenos, sendo considerado um “conservante-like”
ou “conservante nao listado”. Isto porque apresenta 0 mesmo objetivo que o0s
conservantes, mas, ao contrario destes, participa na eficacia da formula[20].

E um aditivo multifuncional e versatil utilizado atualmente na area da cosmética
devido as suas propriedades surfactantes, antimicrobianas e emolientes para além do
facto de ser um eficaz principio ativo em desodorizantes.[21]. Este aditivo auxilia na
formulacdo de cosméticos uma vez que a sua estabilidade quimica permite que seja
compativel com outros principios ativos e inibe o crescimento e desenvolvimento das

bactérias causadoras de odores, bactérias Gram positivas, sem prejudicar a pele[22].

CH,

OH
HO \)\/0\/</\/CH3

Figura 3.2. Estrutura quimica da Etilhexilglicerina[21].

A EHG é um éter alquil-glicerilico, ou seja, o grupo etilhexil esta ligado a glicerina
por uma ligacdo éter. Apresenta como formula empirica C11H.403 € uma massa
molecular de 204,31 g.mol*[23]. Relativamente a sua solubilidade, este é pouco sollvel
em agua, mas bastante soltvel em alcoois, glicéis e 6leos[24]. Apresenta um coeficiente
de dispersado de 700 mm?/10 min, sendo considerado um emoliente médio uma vez que
promove uma sensacdo de pele macia e suave durante mais tempo, propriedade
bastante importante num produto cosmético[23].

Este composto é capaz de aumentar a velocidade de absorgdo, diminuir a

oleosidade e a sensacdo de creme “pegajoso” melhorando a formulagdo do produto

12
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visto que consegue compensar algumas desvantagens de emulsdes que contenham
glicerina. Isto porque, sendo a glicerina o hidratante mais utilizado em cosmética, uma
alta concentracdo da mesma pode levar a penetracdo lenta do creme na pele, por

exemplo, quando aplicada em cremes e lo¢des[23].

3.3. Farnesol

O Farnesol é um alcool sesquiterpeno (derivado de trés unidades de isoprenos
que existe em varias formas), um ingrediente natural com alto poder biolégico resultante
de dleos essenciais cuja estrutura quimica se encontra na Figura 3.3. Embora o
Farnesol natural possa ser retirado de 6leos, o seu rendimento seria apenas de 2-3%.
Assim, o Farnesol é obtido através do nerolidol por isomerizagdo sobre um catalisador
de vanadio. E um liquido incolor que possui um odor delicado e floral e é hidrofobico,
sendo insolavel em agua, mas miscivel com 6leos. Apresenta CisH260 como formula

quimica e um peso molecular de 222,37 g.mol*[25].

X X 0N

Figura 3.3. Estrutura quimica do Farnesol[25].

Em cosmeéticos, este é empregue na formulacdo de produtos ja que possui
caracteristicas que tornam a pele mais suave e firme. Gragas ao seu aroma, melhora o
perfume do produto realcando os seus componentes. Apresenta ainda atividade
antimicrobiana[26]. No entanto, apresenta um elevado potencial alergénico pelo que a
quantidade colocada de Farnesol em produtos cosméticos é bastante controlada
segundo o Regulamento niumero 1223/2009 apresentando-se na lista de substancias

gue os produtos cosmeéticos ndo podem conter fora das restricdes previstas[27].

13
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4. Cromatografia Gasosa

De todas as técnicas cromatograficas utilizadas para fins analiticos, a
cromatografia gasosa (GC) é a técnica mais amplamente empregue nas mais diversas
areas uma vez que oferece uma elevada capacidade de separacao e sensibilidade para
a analise de compostos volateis[28].

Na técnica em questdo, ocorre a separacdo de substancias volateis que séo
arrastadas por uma fase moével através de uma fase estacionéria[12]. Ao contrario de
outros tipos de cromatografia, na cromatografia gasosa a fase mével nao interage com
o0 analito conduzindo-o apenas através da coluna[29].

Nesta técnica, a fase movel é fornecida a entrada do equipamento, fluindo
através da coluna até chegar ao detetor. A amostra € injetada através de uma seringa
gue perfura o septo, onde aquece até volatilizar havendo, desta forma, a separagéo dos
seus componentes na coluna. Esta separagdo ocorre devido a interacdo entre os
componentes da amostra e a fase estacionaria por particdo diferencial com base na
pressédo de vapor relativa e na solubilidade na fase estacionaria liquida imobilizada. A
separacdo ocorre por taxas de migracdo diferentes dos compostos por diferentes
interagbes com a fase estacionaria. De seguida, 0s componentes irdo passar por um
sistema de detecdo. A informagédo passa por um sistema de dados adequado de modo

a obter os resultados finais (Figura 4.1) [30].

Septo de Gas de arraste
borracha A I
de ‘H“\H_ II I". A III‘
silicone ™ | | |‘ ". #I". |‘ '.
U L
// ~Saida
El?:tzrdo Computador
! Forno Detetor
do
Injetor Forno do

detetor

t Coluna

Forno da coluna

Figura 4.1. Esquema da cromatografia gasosa (Adaptado de [24])

A resposta final aparece sob a forma de um cromatograma que exibe a resposta
do detetor em funcdo do tempo de eluicdo (Figura 4.2). Nesta figura apresenta-se o
cromatograma obtido para uma mistura de dois componentes. O tempo de retencao, t,

€ o tempo decorrido entre a injecdo da amostra e 0 aparecimento do pico do componente

15
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no detetor. O tempo morto, t,,, € 0 tempo necessario para que um soluto ndo retido
passe através da coluna cromatografica. O tempo de retencao ajustado para um analito
retido, tg, € 0 tempo adicional necessario para passar por todo o comprimento da coluna

(tempo de permanéncia do analito na fase estacionaria), ou seja[28,31]:

Resposta do Detetor g

Tempo =3

Figura 4.2. Cromatograma de uma mistura separada por GC (Adaptado de [21]).

Caso de obtenha uma separacdo eficaz, cada pico corresponderd a um
componente da mistura e a area do mesmo permite a quantificagdo do teor de analito
na solucao[32].

Os constituintes principais de um cromatégrafo gasoso sdo o sistema de gas,
sistema de injecao, forno e coluna cromatogréfica, sistema de detecdo e de tratamento
de dados[31].

A coluna cromatografica € o constituinte mais importante e central do
cromatégrafo onde ocorre a separacao dos componentes da mistura. As colunas podem
ser divididas em colunas empacotadas e capilares podendo variar entre 2 e 60 m ou
mais de comprimento. O didmetro da coluna e a espessura da fase estacionaria sdo
parametros importantes a ter em consideragdo. Colunas com uma espessura mais
pequena fornecem uma alta resolucdo e separacfes mais rapidas, mas baixas
capacidades de amostra. Ja colunas com um diametro e espessura superiores fornecem
uma maior capacidade de amostra, mas baixa resolugéo[31].

O detetor gera um sinal elétrico proporcional a quantidade de analito presente.
Essa resposta € amplificada e representada num cromatograma. O detetor mais
frequente, e o utilizado neste trabalho, € o detetor por ionizagdo de chama (FID) em que
0s compostos organicos que eluem da coluna sdo queimados através de uma chama
de hidrogénio/ar. Quase todos os atomos de carbono s&o convertidos em CH4 e,

posteriormente, oxidados a CO; através de rea¢cdes complexas. Durante este processo,
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uma pequena fragdo de atomos de carbono é transformada em CHO®, que gera uma
pequena corrente elétrica entre dois elétrodos[30]. O ido CHO" é responsavel pelo sinal
medido no FID. Sem a presenca de CH, radicais de hidrocarbonetos e, finalmente,
CHO", ndo ha sinal no FID. Dai que, embora detete praticamente todos os compostos
que contém carbono, a resposta no FID é nula ou muito baixa num ndmero reduzido de
moléculas, como mondxido de carbono e diéxido de carbono [33].

Este detetor € o0 mais utilizado uma vez que apresenta uma elevada
sensibilidade, elevado grau de linearidade, 6tima estabilidade de linha de base (baixo
ruido) e uma constante de tempo de resposta muito rapida[28].

O gés de arraste mais comum € o hélio sendo este compativel com a
generalidade dos detetores. Para o FID, o N, oferece um limite de dete¢cdo menor que
o He[31]. Tanto o hidrogénio como o hélio fornecem um tempo de analise curto e uma
temperatura de eluicdo baixa devido ao alto caudal e ao baixo peso molecular[34].

Todo o processo de separagdo ocorre no forno cromatogréafico que controla a
temperatura sendo capaz de produzir elevadas variacdes de temperatura. O sistema de
ventilacdo permite que seja capaz de aquecer e arrefecer rapidamente. As ligagbes do
injetor e do detetor também se encontram no interior do forno. Todas estas
caracteristicas permitem a existéncia de um controlo térmico bastante otimizado[30].

A GC apresenta véarias vantagens relativamente a outras técnicas, entre as

quais[35]:

= Andlise rapida;
= Alta eficiéncia levando a uma alta resolucéo;
= Requer pequenas quantidades de amostra,;

= Técnica de elevada confianga nos resultados.

Contudo, esta técnica esta limitada a amostras volateis e ndo é adequada a
amostras que se degradam a elevadas temperaturas[29].

A GC é uma técnica bastante utilizada em cosméticos, pelo que existem
frequentemente estudos nesta area. Por exemplo, um desses estudos debrucou-se na
influéncia do envelhecimento da Sensiva, ou seja, se 0 tempo elevado de
armazenamento influencia a qualidade desta matéria-prima. Através da GC, verificou-
se que tal acontece, isto &, que o elevado tempo de armazenamento da Sensiva leva a
que aparecam substancias que se podem revelar perigosas principalmente quando se
trata da area da cosmética em que poderd aumentar o risco de alergias ou outras
doencas no cliente final[36].

Esta técnica ainda pode revelar-se Util na andlise de substéncias que os

produtos cosméticos ndo podem conter fora das restricdes previstas, como o Farnesol.
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5. Validacdo de métodos analiticos

Todo o laboratério deve garantir a qualidade e a confianca de qualquer método
analitico e deste é esperado que se obtenha resultados consistentes, fiaveis e precisos.
Desta forma, a validagdo ou a verificacdo de métodos € um processo de extrema
importédncia uma vez que se torna necessario verificar se um método € capaz de
responder aos requisitos pretendidos[38].

A validacao é o ato de provar que qualquer abordagem, estratégia, procedimento
experimental, processo, instrumentagédo e reagentes selecionados para o método ir4
funcionar devidamente segundo uma série de condi¢des fixas[39].

Um método diz-se validado quando todos os requisitos séo respeitados sendo
que, para tal ser verificado, € necessario determinar varios critérios tais como
quantificagdo, especificidade/seletividade, precisdo, robustez e exatiddo (Figura
5.1)[40]. Todavia, o laboratério pode escolher os parametros que pretende abranger no
seu plano de validacdo, ndo sendo necessario determinar todos os parametros

mencionados, tratando-se assim de uma validacéo parcial[32].

Curva de calibracéo

Quantificacao Limites Analiticos
Sensibilidade
Especificidade/
Seletividade

Repetibilidade

Reprodutibilidade

Validacéo Precisdo
Precisdo Intermédia
Robustez Materiais de Referéncia
Certificados
Exatidéo Ensaios Interlaboratoriais

Testes Comparativos

Figura 5.1. Parametros a avaliar numa validagao[41].
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5.1. Quantificacao

De forma a interpretar todas as informacdes, sdo calculados varios parametros
entre os quais se destacam a curva de calibracao, limites analiticos e sensibilidade.

Em analises quantitativas, a calibracdo demonstra um processo em que a
resposta de um sistema de medida se relaciona com a concentracdo ou quantidade de
substancia conhecida. Na prética, é preparada uma série de solu¢des padrdo em que a
concentrac@o do parametro a analisar € conhecida. Estas solu¢des padréo sdo medidas
num equipamento analitico, nas mesmas condi¢bes em que se mede a amostra e, por
fim, é definido um grafico de calibracdo (sinal do equipamento em fung¢do da
concentracdo) e € determinada a concentracdo do pardmetro nas amostras, por
interpolag&o[40].

A curva de calibracdo ainda engloba a gama de trabalho e linearidade.
Relativamente a gama de trabalho, esta corresponde ao intervalo de concentracdes em
que o analito pode ser determinado com uma boa linearidade, precisao e exatidao[32].

A linearidade de um método analitico diz respeito a capacidade, dentro de um
determinado intervalo, de obter resultados diretamente proporcionais a concentracao do
analito na amostra[41].

Em relag&o aos limites analiticos, tem-se o limite de dete¢&o (LOD) e o limite de
guantificacéo (LOQ) sédo extremamente importantes visto que permitem que se trace 0s
limites analiticos do método a ser validado[32].

O limite de detecao é o teor minimo a partir da qual € possivel detetar a presenca
do analito, ou seja, é a quantidade mais baixa de analito na amostra que pode ser
detetada, mas néo necessariamente quantificada como um valor exato[42]. Em termos

guantitativos, pode ser calculado através da Equacgéo 5.1:

sendo X, a média aritmética do teor medido de uma série de brancos ou padrbes
vestigio (10 a 20 ensaios), preparados de forma independente e lidos ao longo de varios
dias de trabalho e g, 0 desvio padrdo associado a X,. Toma-se o valor de 3.3 (constante
da distribuicdo normal) para um nivel de confianca de, aproximadamente, 99.7% se a
lei de probabilidade de X, é suficientemente conhecida e partindo do principio que é
gaussianal4Q].

Relativamente ao limite de quantificacdo, este diz respeito a mais pequena
quantidade de analito que é possivel quantificar com uma determinada precisdo e
exatidao, isto &, corresponde ao padrao de calibracdo de menor calibracdo. Na pratica,

refere-se ao padrédo de calibragdo de menor concentracdo. O coeficiente de variacdo
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associado ndo deve ser superior a 10%, sendo este a razdo entre o desvio padrdo e a
média dos valores encontrados[40].

Em termos quantitativos, pode ser calculado através da Equacao 5.2:

em que X, a média aritmética do teor medido de uma série de brancos ou padrbes
vestigio (10 a 20 ensaios), preparados de forma independente e lidos ao longo de varios

dias de trabalho e g, 0 desvio padréo associado a X, [40].

5.2. Especificidade/Seletividade

Diz respeito a capacidade de outras substancias interferirem com a identificagéo
e/ou quantificacao do analito, ou seja, é a capacidade do método de identificar o analito
quando este se encontra na presenca de outras substancias[43]. O objetivo é distinguir
e quantificar o analito mesmo quando este se encontra na presenca de outras
substancias que poderéo influenciar a resposta[42].

E possivel afirmar que um método é especifico quando este permite distinguir o
analito relativamente a outras substéncias, eventualmente presentes na amostra a
averiguar, isto é, quando é garantido que a grandeza medida provém somente do
analito[40].

5.3. Precisao

A precisdo diz respeito a proximidade entre os resultados obtidos de varios
ensaios de uma mesma amostra em condi¢des definidas[40]. Este parametro pode ser

considerado em trés niveis: repetibilidade, precisado intermédia e reprodutibilidade.

5.3.1. Repetibilidade

A repetibilidade representa a precisdo nas mesmas condicbes experimentais
num curto periodo de tempo, ou seja, ensaios realizados no mesmo laboratério, pelo
mesmo operador, com 0 mesmo equipamento, utilizando os mesmos reagentes e num
curto periodo de tempo. A repetibilidade ainda pode ser determinada através de ensaios
interlaboratoriais [32,42].

Quando se pretende determinar a repetibilidade de um método, efetuam-se

varias medigdes (n=10) sobre a mesma amostra ou padrdes, em condi¢cdes de
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repetibilidade, podendo ser expressa em desvio padrdo relativo ou coeficiente de
variacao de repetibilidade (CV;.) através da Equacgéo 5.3:
CV, = Zx 100 (5.3)
em que S, € desvio padrdo absoluto de repetibilidade e ¥ € a média dos valores
considerados[44].
Relativamente ao limite de repetibilidade, r, este diz respeito valor abaixo do qual
se deve situar com uma probabilidade especifica, normalmente 95%, a diferenca

absoluta entre dois ensaios[45]. E obtido através de [40]:

r=28vVSr? (5.4)

5.3.2. Precisao Intermédia

A precisdo intermédia representa a precisdo nas mesmas condi¢cdes
experimentais em que 0s ensaios sao realizados no mesmo laboratério, mas em dias
diferentes, por operadores diferentes, com equipamentos diferentes e durante um longo
periodo de tempo[46]. O propdsito da determinacdo deste parametro € verificar que o
laboratorio € capaz de atingir os mesmos resultados mesmo quando a fase de validagéo
terminaf[42]. A sua determinagdo pode ser realizada através de cartas de controlo de

amplitudes ou através da Equacao 5.5:

1 _\2
5= frr B DO - 5) ©?

em que t diz respeito ao nUmero de amostras ensaiadas, 0 n S0 0 humero de ensaios
efetuados por amostra, 0 j € o numero da amostra (que poderd ir de 1 a t amostras) e o

k € o nimero do resultado obtido para a amostra j (que podera ir de 1 a n)[40].

5.3.3. Reprodutibilidade

A reprodutibilidade representa a precisdo em diferentes condicbes
experimentais, por exemplo, ensaios realizados em laboratérios diferentes, por
operadores diferentes, com equipamentos diferentes, utilizando reagentes diferentes e
em intervalos de tempo diferentes[32].

A precisao é, usualmente, estimada através do desvio padréo ou do coeficiente
de correlacdo. O valor da variancia associada a reprodutibilidade é calculado através da

Equacéo 5.6:
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Sri”> =S+ Sy’ (5.6)

sendo S;;2 a variancia interlaboratorial e S,;%a variancia de reprodutibilidade.

5.4. Robustez

A robustez é a capacidade de o analito se mantem inalterado quando submetido
a pequenas, mas deliberadas variagfes nos parametros do método[47]. Conclui-se que
um método é robusto quando este se revela insensivel a pequenas variagbes dos
parametros do método, ou seja, quanto maior o valor o valor da robustez, maior a

confianca do método relativamente a robustez[32].

5.5. Exatidao

A exatidao é vista como a concordancia existente entre o resultado de um ensaio
e o valor de referéncia aceite como convencionalmente verdadeiro. Este resultado pode
ser avaliado através dos Materiais de Referéncia Certificados (MRC), Ensaios
Interlaboratoriais e Testes comparativos[40].

Relativamente aos MRC, estes possuem um valor de uma determinada
grandeza e uma incerteza associada. A aquisicdo de um MRC tera de ser feita a um
fornecedor reconhecido e legitimo. O uso devido dos MRC consiste em recorrer a sua
analise para avaliar o desempenho de um laboratério. O valor obtido na analise de um
MRC devera, deste modo, ser comparado com o valor certificado, determinando-se o
erro e a exatidao da analise. Se o valor obtido ndo se encontrar dentro do intervalo de
incerteza indicado para o valor certificado, o laboratério devera investigar as causas
desse desvio e tentar elimina-las ou aceita-las[40].

No que diz respeito aos ensaios interlaboratoriais, estes sédo utilizados quando
se pretende estabelecer uma comparacgéo entre os resultados obtidos pelo laboratério
e o valor dito como verdadeiro[40].

Ja os testes comparativos pretendem estabelecer a relacao que existe entre 0s
resultados obtidos pelo método que se pretende avaliar e um método tido como
referéncia. Isto leva a que se analise a exatiddo do método interno face ao de

referéncia[40].
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6. Procedimento Experimental

6.1. Material, equipamento e reagentes

Na preparacado das solu¢cdes amostra e padrdo, as quantidades necessarias de
TEC, Sensiva, Farnesol, Di-n-butil ftalato (DBP) e amostra foram pesadas na balanca
analitica Mettler Toledo, modelo AG204 Delta Tange e precisdo de 0,1 mg. Foi ainda
utilizada a unidade de ultrassons da marca Telsonic Ultrasonics. O material de vidro
manuseado era de classe A.

A determinacdo de TEC, Sensiva e Farnesol foi realizada nhum cromatdgrafo
gasoso da marca Agilent da série 6890, com detetor FID, coluna capilar com dimensdes
30,0 m x 320 um x 0,25 um e fase estacionaria do tipo Metil Siloxano. O equipamento
tinha o software ChemStation A.10.02.

O alcool isopropilico utilizado no Método A era da marca WWR Chemicals com
pureza de 99,9%. J4 o metanol utilizado no Método B era da marca Fisher Chemicals
com pureza de 99,9%. Neste método, usou-se DBP 99% da marca Acros Organics.

Os principios ativos TEC, Sensiva e Farnesol, sendo matérias-primas, séo
fornecidos por diferentes fornecedores.

A amostra a ser utilizada é o bulk, ou seja, o produto na primeira fase de

formulacao, sem o gas.

6.2. Preparacao das solucdes padrdo e amostra

6.2.1. Método A

Preparacao da solugédo Padréo

Pesou-se, rigorosamente, 0,30 g de TEC e 0,20 g de Sensiva ou Farnesol.
Transferiu-se para um baldo volumétrico de 100,00 mL e perfez-se o volume com alcool
isopropilico, agitando muito bem. Pipetou-se 5,00 mL da solucéo anterior para um baldo
volumétrico de 50,00 mL, perfez-se o volume com alcool isopropilico e agitou-se

vigorosamente.

Preparacdo da amostra
Pesou-se, rigorosamente, 2,00 g de amostra. Transferiu-se para um baldo
volumétrico de 50,00 mL e adicionou-se alcool isopropilico até metade. Colocou-se nos

ultrassons durante 5 minutos e perfez-se o volume com alcool isopropilico.
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6.2.2. Método B

Preparacao da solucéo padréo

Pesou-se, rigorosamente, 0,10 g de Sensiva ou Farnesol, 0,15 g de TEC e 0,10
g de DBP. Transferiu-se para um baldo volumétrico de 100,00 mL e perfez-se o volume

com metanol, agitando bem.

Preparacao da amostra

Pesou-se, rigorosamente, 0,10 g de DBP e 50,00 g de amostra. Transferiu-se
para um baldo volumétrico de 100,00 mL e perfez-se o volume com metanol, agitando
bem.

6.3. Procedimento de analise

Todas as determinacdes foram efetuadas por dois operadores distintos (1 e 2).
Cada um realizou 10 injecdes da solugdo amostra e 10 inje¢Bes da solugdo padrdo
(Figura 6.1), injetando 1 pL de cada solugdo. Foram obtidos, desta forma,
cromatogramas correspondentes a solucdo amostra e a solucdo padrdo com o0s
respetivos tempos de retencgéo e areas dos picos. Apenas serdo apresentados exemplos
de cromatogramas relativos a solucdo amostra, uma vez que 0S cromatogramas

correspondentes ao padrao séo idénticos.

Determinacéo de TEC e Determinacéo de TEC e
Sensiva Farnesol
Método A Método B Método A Método B
Operador 1 Operador 1 Operador 1 Operador 1
Operador 2 Operador 2 Operador 2 Operador 2

Figura 6.1. Sintese da andlise efetuada.
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6.4. Expressodes de calculo

Na determinacdo pelo Método A, as expressdes que permitiram obter as
percentagens dos principios ativos séo:

- Determinacéo de TEC:

ATECc(A) XMTEC(P) XPUrezargc

% TEC = x 100 (6.1)

ATEC(P) XM %20

Em que:
Argca) — Area do pico de TEC na amostra
Mrgcpy — Massa de TEC na solugéo padréo (mg)
Argcp) — Area do pico de TEC na solucéo padréo

M, — Massa da amostra (mg)
20 — Fator de diluicéo

Purezaqg. — Pureza do TEC utilizado

- Determinagéo de Sensiva:

Sensiva(4) XMsensiva(p) XPUrezasensiva % 100
Asensivap) XMaX20

) A
% Sensiva =

(6.2)

Em que:

Agensiva(ay = Area do pico de Sensiva na amostra
Mgensiva(py — Massa de Sensiva na solugdo padrao (mg)
Agensivap) = Area do pico de Sensiva na solugéo padrio

M, — Massa da amostra (mg)
20 — Fator de diluicdo

Purezagy; — Pureza da Sensiva utilizada

- Determinacao de Farnesol:

AFarnesol(4) *MFarnesol(P) XPUrezagarnesol
% Farnesol = x 100 (6.3)

AFarnesol(P) XM4X20

Em que:

Afarnesol(a) — Area do pico de Farnesol na amostra
Prarnesoi(py — Massa de Farnesol na solucéo padrao (mg)
Ararnesoipy — Area do pico de Farnesol na solugéo padréo

P, — Massa da amostra (mg)
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20 — Fator de diluicédo

Purezaggmesor — PUreza do Farnesol utilizado

J& na determinagdo pelo Método B, as expressfes que permitiram obter as

percentagens dos principios ativos séo:

- Determinacéo de TEC:

ATEC(a) X ApBP (P)X MTEC(P) XMDBP(A)

% TEC = X 100 (6.4)

Ma X Mpgp (p) X ATEC (P) X ADBP(4)

Em que:
Argcca) — Area do pico de TEC na amostra
Apgpp) — Area do pico de DBP na solugéo padr&o
Mrgc(py —Massa de TEC na solugéo padréo (g/100 mL)
Mpgpay — Massa de DBP na amostra (g/100 mL)

M, —Massa da amostra (g/100 mL)
Mpgppy — Massa de DBP na solugéo padrao (g/100 mL)

Argcep) — Area do pico de TEC na solugédo padrio

Apgpa) — Area do pico de DBP na amostra

- Determinacao de Sensiva:

Asensiva(A) X ApBpP (P)X Msensiva(p) XMDBP(4)

% Sensiva = x 100 (6.5)

Ma X Mpgp (p) X Asensiva (P) X ADBP(4)

Em que:
Asensiva(ay — Area do pico de Sensiva na amostra
Appp(py — Area do pico de DBP na solucéo padréo
Mgensiva(py — Massa de Sensiva na solucao padrao (g/100 mL)
Mpgpcay — Massa de DBP na amostra (g/100 mL)
M, — Massa da amostra (g/100 mL)
Mpgppy — Massa de DBP na solugéo padrao (g/100 mL)
Asensiva(p) = Area do pico de Sensiva na solugéo padréo

Apppay — Area do pico de DBP na amostra

- Determinacéo de Farnesol:

AFarnesol(4) X ApBp (P)X MFarnesol(P) XMpBP(A)

% Farnesol = x 100 (6.6)

Mg X Mpgp (p) X AFarnesol (P) X ADBP(A)
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Em que:
Aparnesol(a) — Area do pico de Farnesol na amostra
Apgpp) — Area do pico de DBP na solug&o padrdo
Prarnesoi(py — Massa de Farnesol na solugao padrao (g/100 mL)
Ppgp(a) — Massa de DBP na amostra (g/100 mL)

P, — Massa da amostra (g/100 mL)
Ppgp(py — Massa de DBP na solucao padrao (g/100 mL)

Aparnesol(p) — Area do pico de Farnesol na solugdo padréo

Apgpay — Area do pico de DBP na amostra

6.5. Condi¢gdes Cromatogréficas

Nas Tabelas 6.1 e 6.2 estdo apresentadas as condigcbes cromatogréficas

utilizadas no método A e B, respetivamente.

Tabela 6.1. Condi¢des cromatograficas relativas ao método A

Parametro Condicéao

Injetores

Modo Split

Temperatura 250 °C

Pressdao 52,8 kPa

Caudal de He 10,4 mL/min

Split Ratio 5,0:1

Slit Flow 6,0 mL/min

Gas Saver 20,0 mL/min

2,00 min
Forno
Setpoint 100°C
Rampa 6,00 °C/min a 200 °C
10,00 °C/min a 300 °C
Tempo de corrida 26,67 min
Detetor FID

Temperatura 275°C

Caudal de H2 40,0 mL/min

Caudal de ar 450 mL/min

Makeup Flow 45,0 mL/min
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Tabela 6.2. Condi¢des cromatograficas relativas ao método B

Parametro

Condicéao

Injetores

Modo

Split

Temperatura

250 °C

Pressao

81,1 kPa

Caudal de He

12,9 mL/min

Split Ratio

4,8:1

Slit Flow

8,0 mL/min

Gas Saver

20,0 mL/min

2,00 min

Forno

Setpoint

150 °C

Rampa

150 °C (6,00 min)

50,00 °C/min a 200 °C (3,00 min)

280 °C (3,00 min)

Tempo de corrida

13,00 min

Detetor FID

Temperatura

300 °C

Caudal de H>

40,0 mL/min

Caudal de ar

450 mL/min

Makeup Flow

45,0 mL/min
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7. Resultados e Discussao

A precisdo é um parametro expresso, geralmente, como coeficiente de variacéo
(CV.). Para além deste pardmetro, sédo apresentados a média, desvio-padréo (Sr) e
limite de repetibilidade (r), procurando avaliar a repetibilidade uma vez que se
considerou os Varios ensaios efetuados pelo mesmo operador. De seguida, avaliou-se
a precisao intermédia considerando os dois operadores em causa. Os dois métodos em
guestao foram comparados através do Teste F com o objetivo avaliar se 0s mesmos
teriam diferengas significativas entre si, em termos de precisdo. Por fim, as

percentagens obtidas foram comparadas com os valores especificados.

7.1. Repetibilidade

7.1.1. Determinagdo de TEC e Sensiva em DEO’s
Tal como foi referido no Capitulo 6 foram realizadas 10 injecdes. A Tabela 7.1
apresenta uma sintese dos resultados obtidos na respetiva determinagdo. Os resultados

na integra encontram-se no Anexo A.

Tabela 7.1. Sintese dos resultados obtidos na determinagéo de TEC e Sensiva em DEO's.

Area Area ] ]
Padrao Amostra TEC (%) AreaPadrdo  Area Amostra Sensiva (%)
(0AS) (PAS) (pA.s) (pA.s)
Método A. Operador 1
Média 5,35 x 102 1,08 x 10? 0,148 6,00 x 102 1,19 x 10? 0,103
Sr 247 4,01 6,00 x 10 21,1 5,52 4,00 x 10
CV, (%) 4,61 3,68 3,88 3,52 4,61 4,28
r 69,1 11,2 1,60 x 102 59,1 15,5 1,20 x 102
Método A. Operador 2
Média 5,19 x 10? 1,0 Ox 10? 0,150 5,33 x 102 1,09 x 10? 0,105
Sr 26,9 5,80 7,00 x 10 44,5 6,21 6,00 x 10
CV, (%) 5,18 5,80 491 8,33 5,69 5,28
r 75,3 16,3 2,10 x 102 1,24 x 102 17,4 1,50 x 102
Método B. Operador 1
Média 2,82 x 10° 1,50 x 108 0,152 3,49 x 10° 1,66 x 10° 0,103
Sr 2,02 x 102 62,6 2,00 x 10 2,75 x 102 72,7 3,00 x 10
CV: (%) 7,18 4,19 1,33 7,88 4,38 2,71
r 5,67 x 102 1,75 x 10? 6,00 x 10 7,70 x 10° 2,04 x 102 8,00 x 10
Método B. Operador 2
Média 2,89 x 10° 1,66 x 10° 0,150 3,09 x 10° 1,59 x 10° 0,102
Sr 6,10 x 102 6,50 x 102 3,00 x 10 3,64 x 102 3,11 x 102 3,00 x 10
CV: (%) 21,1 39,3 1,75 11,8 19,6 3,25
r 1,71 x 10° 1,82 x 10° 7,00 x 10 1,02 x 10° 8,73 x 102 9,00 x 10
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= Método A

Neste método, de acordo com o procedimento fornecido, seriam expectaveis 0s
picos de TEC e Sensiva, aproximadamente, aos 12 e 9 minutos, respetivamente, na
amostra e no padrao.

As Figuras 7.1 e 7.2 mostram um cromatograma da amostra obtido numa das
determinacgfes pelo operador 1 e 2, respetivamente, em que é possivel observar que 0s
tempos de retencdo se encontram de acordo com o esperado em ambos. O primeiro
pico, aos 2 minutos, diz respeito ao pico do solvente.

Obtendo os cromatograma da amostra e do padréo que apresentam os tempos
de retencao e as areas, € possivel, pelas equacdes 6.1 e 6.2 determinar a percentagem
de TEC e de Sensiva.

Tal como referido, de acordo com a literatura, a precisdo, em termos de CV,
deveré ser inferior a 10%. Ambos os operadores apresentam um CV, associado inferior
a 10% em termos de areas do padrdo e da amostra. No entanto, o CV,. associado ao
operador 1 é inferior ao do operador 2. Sendo assim, o operador 1 apresenta uma
melhor repetibilidade que o operador 2.

Ja o limite de repetibilidade, r, diz respeito ao valor abaixo do qual se deve situar
a diferenca absoluta entre dois resultados obtidos em ensaios diferentes, com uma
probabilidade de 95%, por normal, ou seja, se a diferenga entre analises duplicadas de

uma mesma amostra sera, ou ndo, significante.

pA

2169
10-002

50 +
Sensiva

12.904

TEC

40

30+

20

5 10 15 20 25  min

Figura 7.1. Cromatograma relativo a determinacédo de TEC e Sensiva pelo Método A pelo operador 1.
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Figura 7.2. Cromatograma relativo a determinacéo de TEC e Sensiva pelo Método A pelo operador 2.

= Método B

As Figuras 7.3 e 7.4 apresentam dois cromatogramas da amostra obtidos pelo
operador 1 e 2, respetivamente. Conforme o procedimento fornecido, neste método, os
picos de retencdo sdo obtidos, aproximadamente, aos 4 minutos para Sensiva, aos 6
minutos para TEC e 8 minutos para o DBP. Observa-se que os tempos de retengéo se
encontram conforme o esperado. O primeiro pico, aos 1,5 minutos, diz respeito ao pico
do solvente.

No entanto, o CV, associado ao operador 2 é bastante superior a 10%. Estes
valores elevados podem ser devidos a erros aleatorios que ocorreram na preparagao
das solugdes ou na injecdo manual da amostra no cromatoégrafo.

Ainda, o CV, associado ao operador 1 é inferior ao o operador 2 apresentando,

desta forma, uma maior repetibilidade.
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Figura 7.4. Cromatograma da amostra relativo a determinacéo de TEC e Sensiva pelo Método B pelo operador 2.

7.1.2. Determinagao de TEC e Sensiva em APD’s

A Tabela 7.2 apresenta uma sintese dos resultados obtidos na respetiva
determinagdo. Os resultados na integra encontram-se no Anexo B.

No que diz respeito a APD’s, apenas foi realizado o Método A uma vez que,

neste caso, apenas se considerou o método do cliente.
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Tabela 7.2. Sintese dos resultados obtidos na determinagéo de TEC e Sensiva.

Area Area ) B )
~ Area Padréo  Area Amostra .
Padrao Amostra TEC (%) Sensiva (%)
(pA.s) (pA.s)
(pA.s) (pA.s)
Método A. Operador 1
Média 5,80 x 102 1,50 x 10° 2,00 6,38 x 102 2,03 x 10° 1,68
Sr 31,8 64,7 6,30 x 102 411 92,6 4,10 x 10
CV, (%) 5,47 4,30 3,14 6,44 4,55 2,47
r 89,0 1,81 x 10? 0,176 1,15 x 102 2,59 x 102 0,116
Método A. Operador 2
Média 6,65 x 102 1,69 x 10° 1,95 7,60 x 102 2,30 x 10° 1,62
Sr 2,16 x 102 5,73 x 102 6,80 x 102 2,48 x 102 7,89 x 102 6,30 x 102
CV, (%) 32,6 33,8 3,48 32,7 34,2 3,91
r 6,07 x 102 1,60 x 10° 0,189 6,96 x 102 2,21 x 108 0,178

Foram verificados os mesmos tempos de retengdo que em DEO’S sendo que os
cromatogramas foram idénticos a estes.

Neste método, e para o operador 2, os CV,. das areas da amostra e padrao séao
muito elevados (32,6 — 34,2) ao contrario do operador 1 que apresenta um valor inferior
a 10%, evidenciando, portanto, uma melhor repetibilidade. Estes valores elevados
podem dever-se a erros aleatérios ocorridos na preparacao das solu¢des e na injecao

manual, como explicado no ponto 7.1.1.

7.1.3. Determinagao de TEC e Farnesol em DEQO’s
A sintese dos resultados obtidos na Tabela 7.3. Os resultados na integra

encontram-se no Anexo C.
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Tabela 7.3. Sintese dos resultados obtidos na determinacéo de TEC e Farnesol em DEQO's

Area Padréo Area Amostra TEC %) Area Padréo An?(r)esira Faresol (%)
(pA-s) (pA-s) (pA-s)
(pA.s)
Método A. Operador 1
Média 5,26 x 102 1,10 x 108 1,56 8,46 x 102 1,73 x10° 1,03
Sr 19,2 35,8 5,30 x 102 30,9 57,0 3,50 x 102
CV, (%) 3,68 3,25 3,41 3,66 3,38 3,41
r 53,9 1,00 x 102 0,149 86,6 1,60 x 102 9,90 x 102
Método A. Operador 2
Média 4,97 x 10? 9,89 x 102 1,54 7,64 x 102 1,52 x 10° 1,02
Sr 29,9 79,5 7,40 x 10 46,0 1,21 x 10? 5,00 x 102
CV, (%) 6,01 8,04 4,81 6,02 7,95 4,85
r 83,7 2,22 x 102 0,207 1,28 x 10? 3,38 x 102 0,139
Método B. Operador 1
Média 2,87 x 10° 1,45 x 103 1,57 5,03 x 10° 2,30 x 108 1,03
Sr 1,09 x 10? 38,9 1,50 x 102 2,12 x 102 65,9 1,01 x 102
CV, (%) 3,82 2,69 0,976 4,22 2,86 1,09
r 3,07 x 10? 1,09 x 10° 4,30 x 10 5,94 x 102 1,8 x10° 3,20 x 102
Método B. Operador 2
Média 3,09 x 10° 1,48 x 10° 1,56 5,14 x 10° 2,35 x 10° 1,03
Sr 6,63 x 102 55,0 4,50 x 10 2,74 x 102 96,0 3,50 x 102
CV, (%) 21,5 3,72 2,90 5,32 4,09 3,44
r 1,56 x 10° 1,54 x 102 0,127 7,66 x 102 2,69 x 102 9,90 x 102

= Método A

Relativamente ao Método A, o Farnesol apresenta dois picos, aproximadamente,
aos 13,6 e 13,9 minutos e o TEC apresenta um pico aos 12,8 minutos. As Figuras 7.5 e
7.6 mostram um dos cromatogramas da amostra relativos a determinacao pelo operador
A e B, respetivamente, podendo-se observar que o0s picos se obtiveram conforme
esperado. Tendo em conta que o Farnesol apresenta dois picos, no calculo da
percentagem de Farnesol através da Equagédo 6.3, € considerada a soma dos valores
das duas areas dos picos.

O CV, associado ao operador 1 é inferior ao do operador 2 e a 10%, pelo que o

primeiro apresenta uma melhor repetibilidade que o ultimo.
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Figura 7.5. Cromatograma da amostra relativo a determinacéo de TEC e Farnesol pelo Método A pelo operador 1
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Figura 7.6. Cromatograma da amostra relativo a determinagéo de TEC e Farnesol pelo Método A pelo operador 2

= Método B

Neste método, obtiveram-se os picos de Farnesol de acordo com o esperado,
aos 6,8 e 6,9 minutos. Ja o pico de retencao do TEC apareceu aos 6,5 minutos e o pico
de retengé@o do DBP aos 8,9 minutos, como se pode ver pelas Figuras 7.7 e 7.8. Ainda
é visivel, aos 1,5 minutos o pico do solvente. De igual forma ao método anterior, o
calculo da percentagem de Farnesol é considerada a soma dos valores das duas areas

dos picos relativos a este principio ativo.
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Mais uma vez, se verificou que o CV;. associado ao operador 1 € inferior ao do
operador 2 e a 10% apresentando uma melhor repetibilidade. O CV,. associado ao
operador 2 é superior a 10% relativamente a area do pico do padrdao que podem dever-
se a erros ocorridos na preparacao das solu¢gdes ou na realizacdo da injecdo manual,

como visto na determinacdo de TEC e Sensiva.
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Figura 7.7. Cromatograma da amostra relativo & determinacéo de TEC e Farnesol pelo Método B pelo operador 1.
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Figura 7.8. Cromatograma da amostra relativo & determinacé@o de TEC e Farnesol pelo Método B pelo operador 2.

Nao foi realizada a determinagdo para APD’s uma vez que esta combinagao,

TEC e Farnesol, apenas ¢ utilizada em DEO'’s.
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7.2. Precisdo Intermédia

No que diz respeito a precisdo intermédia, em cada método, esta foi avaliada por
cada principio ativo com o objetivo de se analisar todas as variacdes dos operadores.

A precisdo intermédia refere-se a precisdo avaliada, sobre a mesma amostra,
amostras idénticas ou padrbes, podendo ser avaliada definindo quais as condi¢cbes a
variar. Neste caso, foi considerada a area da amostra e a percentagem de principio ativo
e a variavel a considerar foi o operador. Nas Tabelas 7.4 e 7.5 estdo patentes os
resultados de ambas as determinagfes no que diz respeito ao célculo do desvio padrao
da precisado intermédia (S;) e o respetivo coeficiente de variacdo (CV;). Foi utilizada a

Equacédo 5.5 considerando os 2 operadores e as respetivas 10 injecdes.

Tabela 7.4. Precisdo intermédia obtida na determinacdo de TEC e Sensiva.

TEC Método A Sensiva Método A TEC Método B Sensiva Método B
Area Area Area Area
Amostra % Amostra % Amostra % Amostra %
(pA.s) (PA.s) (PA.s) (pA.s)
DEO’s
Si 4,99 7,00 x 108 5,88 5,00x10° 4,62x10%2 2,00x10% 226x10%2 3,00x103
CVi 478 443 513 481 29.4 1,55 13,9 2.99
(%)
APD's
Si  4,08x102 6,50x102 5,61x102 5,40x 1072 - - - -
CVi
(%) 25,5 3,31 25,9 3,24 - - - -

Tabela 7.5. Precisdo intermédia obtida na determinagdo de TEC e Farnesol.

TEC Método A Farnesol Método A TEC Método B Farnesol Método B
Area Area Area Area
Amostra % Amostra % Amostra % Amostra %
(pA.s) (PA.s) (pA.s) (PA.s)
Si 61,6 6,40 x10 2 94,5 4,30 x102 47,6 3,40 x10 2 82,3 2,60 x102
g/\:)i 5,90 4,16 5,89 4,19 3,25 2,16 3,54 2,55

Em ambas as determina¢des, como se pode verificar, os coeficientes de variacdo
da preciséo intermédia apresentaram valores aceitaveis tendo em conta que, segundo
a literatura, estes ndo devem exceder os 10%. Embora, na determinacdo de TEC e
Sensiva, no Método B, existam valores de CV; superiores a 10% (29 e 14 pA.s nas areas
da amostra), como as respetivas percentagens apresentam valores inferiores, pode-se

considerar os métodos A e B precisos para a precisdo intermédia. Estes valores
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elevados podem estar relacionados com a influéncia dos erros aleatérios cometidos pelo

operador 2, na preparacao das solu¢des e na injecdo manual.

7.3. Comparacéao entre os dois métodos

Por fim, e de forma a ser possivel comparar os dois métodos, A e B, foi realizado
o Teste Fisher-Snedecor, teste esse que se baseia no célculo da razdo entre as
variancias, ou seja, PG = S?/S2 (as variancias devem ser colocadas de modo a que a
razao seja maior ou igual a um, ou seja, o valor mais alto deve estar no numerador). De
seguida, este valor de PG foi comparado com o valor de F (com um grau de significancia
de 5%), atendendo aos graus de liberdade em questdo. Tal permite verificar se os
métodos apresentam diferencas significativas entre sim, relativamente a precisdo. Nesta
comparagdo também se considerou cada principio ativo, em cada método. Os
resultados estdo apresentados nas Tabelas 7.6 e 7.7.

O valor de F apresentado considerou que se tratava de 2 operadores que
realizaram 10 injecbes cada um. Portanto, o grau de liberdade no numerador é 1 (2-1)
e no denominador sé&o 19 (20-1) (Ver Anexo D).

Tabela 7.6. Resultados obtidos relativamente ao Teste Fisher-Snedecor na determinagdo de TEC e Sensiva.

DEO’s Método Si Si? PG F
A 7,00 x 103 490 x 10°
TEC (%) 12,3
B 2,00 x 103 4,00 x 10
Area Amostra A 4,99 24,9 8.55 x 10°
(PA.s) B 4,62 x 102 2,13 x 10° ’ -
41
] A 5,00 x 103 2,50 x 10°
Sensiva (%) 2,78
B 3,00 x 103 9,00 x 106
Area Amostra A 5,88 34,6 148 x 103
(PA.s) B 2,26 x 102 5,11 x 10 ’

Tabela 7.7. Resultados obtidos relativamente ao Teste Fisher-Snedecor na determinagéo de TEC e Farnesol.

DEO’s Método Si Si? PG F
A 6,40 x 102 4,10 x 103
TEC (%) 3,53
B 3,40 x 102 1,16 x 103
Area Amostra A 61,6 3,80 x 103 67
(PA.s) B 47,6 227 x 103 ’
4,38
A 4,30 x 102 1,85x 103
Farnesol (%) 2,74
B 2,60 x 102 6,76 x 104
Area Amostra A 94,5 8,93 x 103 L34
(PA.s) B 82,3 6,67 x 10° ’
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De modo a que os dois métodos ndo apresentem diferencas significativas entre
si, relativamente as suas precisbes, seria de esperar que PG < F. Isto verifica-se na
determinacdo de TEC e Farnesol em ambos os principios ativos, tanto nas areas da
amostra como nas percentagens. Contudo, na determinacdo de TEC e Sensiva, sao
apresentados valores de PG muito elevados quando comparados com os valores de F,
exceto na percentagem de Sensiva. Tal pode ser devido a diferente gama de
concentracdes existentes (no Método A estdo na gama dos 100 pA.s enquanto que no
Método B estdo na gama dos 1000 pA.s). Isto significa que os dois métodos apresentam
diferencas significativas entre si, no que se refere a precisdo, devendo-se utilizar o
Método B.

Em relagao a determinacao de TEC e Sensiva em APD’s nao foi possivel realizar

o teste F uma vez que nao foi realizada esta determinagéo pelo Método B.

7.4. Especificacdes

Os valores obtidos de TEC, Sensiva e Farnesol, em ambos os métodos,
encontram-se dentro do intervalo de valores especificados tal como se pode verificar
pela Tabela 7.8, ou seja, todos os produtos estavam conforme em relacdo a este

parametro.

Tabela 7.8. Comparagéo entre os valores especificados e os valores obtidos.

Resultados (%)

Principios Ativos Especificacdo (%)
Operador 1 Operador 2
Método A DEO’s
TEC 0,135- 0,165 0,148 0,150
Sensiva 0,090 - 0,110 0,103 0,105
Método B DEO’s
TEC 0,135-0,165 0,152 0,150
Sensiva 0,090 - 0,110 0,103 0,102
Método A APD’s
TEC 1,770 - 2,150 1,998 1,945
Sensiva 1,470 - 1,790 1,681 1,619
Método A DEO’s
TEC 1,350 — 1,650 1,558 1,541
Farnesol 0,900 - 1,100 1,033 1,022
Método B DEO’s
TEC 1,350 - 1,650 1,567 1,564
Farnesol 0,900-1,100 1,033 1,029
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8. Trabalho complementar desenvolvido na empresa

Para além do tema central da dissertacdo, foram realizadas outras tarefas ao
longo do tempo de estagio que permitiram ter nocdo de como a empresa funciona ao
nivel de métodos analiticos, de matérias-primas e produtos, mas também ao nivel da
producao.

Dado que clientes enviam diversos procedimentos que podem ser empregues
na empresa, é necessario efetuar ensaios de modo a verificar se realmente € possivel
realiza-los com adaptacBes aos produtos e equipamentos. Ao serem verificados, é
necessério efetuar os devidos procedimentos relativos a empresa de forma a poderem
ser aprovados e utilizados. O mesmo acontece quando os métodos sdo otimizados e
atualizados. Alguns desses ensaios foram relativos a formacgéao de gel, indice de acidez,
andlise de perfume utilizando cromatografia gasosa, entre outros.

Relativamente a equipamentos, foram realizados, de igual forma, procedimentos
de como utilizar os mesmos, cuidados a ter no seu manuseamento e a respetiva
qualificacéo.

Algo extremamente importante sé@o as fichas técnicas utilizadas no controlo de
gqualidade que detalham cada parametro a ser controlado assim como as respetivas
especificagbes. Deste modo, foi necessario avaliar se as fichas técnicas em questao
apresentavam toda a informacdo devidamente detalhada e atualizada, como as
unidades de medida corretas, o codigo do procedimento e as especificacdes atualizadas
e, adaptar toda a informacdo de acordo com o cliente e os fornecedores. Isto
relativamente as fichas técnicas de bulks e as matérias-primas.

O DT é ainda responsavel por efetuar, em conjunto com o Departamento de
Qualidade, os qualifyings. No fundo, este procedimento passa por qualificar uma linha
de producéo, isto &, quando algo € alterado numa dada linha de producgéo pela primeira
vez, como por exemplo, o tipo de produto a encher, sdo escolhidas um numero
especifico de latas, valvulas e atuadores, identificados e colocados na linha de
producédo, como se de uma producdo normal de tratasse. No fim, retiram-se essas latas
da linha no momento especifico conforme aquilo que se queira testar, ou seja, as
medidas de cravacédo, a quantidade de produto, entre outros. O objetivo é verificar, de
facto, que a linha esta qualificada para encher o dado produto com as alteracdes
existentes.

Por ultimo, e algo relacionado com o tema do trabalho, foi realizada a
manutencdo do equipamento de GC utilizado na empresa permitindo aprender, na

pratica, as melhores formas de substituir cada componente.
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9. Conclusdes e consideracdes finais

Na é&rea da cosmética é imprescindivel que os ingredientes utilizados na
formulacdo dos produtos estejam em quantidades controladas e dentro de valores
especificados. Deste modo, é necessario proceder a sua andlise através de métodos
que se encontrem validados e verificados de forma a obter resultados fidedignos.

A presente dissertacdo teve com objetivo principal a avaliacdo da precisdo
através da repetibilidade e precisdo intermédia na determinacdo de TEC, Sensiva e
Farnesol em DEO’s e APD’s e comparacao dos métodos, na unidade de enchimento da
Colep utilizando a técnica de Cromatografia Gasosa com FID. Foram avaliados dois
métodos, A, fornecido por um cliente, e B, desenvolvido pela empresa, que foram
analisados por dois operadores, 1 e 2.

O coeficiente de variacdo associado ao operador 1 apresentou-se inferior ao do
operador 2 em todos os métodos, revelando uma melhor repetibilidade por parte do
operador 1. O operador 2 apresentou um coeficiente de variagdo superior a 10% em
algumas determinagdes, possivelmente devido a erros aleatdrios que aconteceram na
preparagdo das solu¢des ou na propria injecdo manual no cromatografo.

Em relagdo a precisdo intermédia, a variacao existente foi no operador pelo que
se avaliou o coeficiente de variacao de cada principio ativo e para cada método. Todos
os resultados de CV, foram inferiores a 10 %, exceto para as areas da amostra
relativamente ao TEC e Sensiva no Método B. Isto pode estar relacionado com o facto
do operador 2 esta mais sujeito a erros aleatérios.

Verificou-se se existiam diferengas significativas entre os métodos A e B,
relativamente as suas precisfes, efetuando-se o teste Fisher-Snedecor. Aferiu-se que
na determinagdo de TEC e Farnesol ndo se observaram diferencas significativas.
Contudo, na determinacdo de TEC e Sensiva, existiram diferencas entre os métodos
uma vez que, relativamente as areas da amostra, o Método A e B apresentaram
diferencas significativas na gama de concentragfes. Assim, deve ser utilizado o Método
B.

Por fim, foi possivel concluir que o produto estava conforme dado que as
percentagens de TEC, Sensiva e Farnesol obtidas apresentaram-se dentro do intervalo
de valores especificados.

Embora o método do cliente prevaleca sobre qualquer método, é relevante notar
gue o Método B apresenta um tempo de corrida substancialmente inferior ao Método A
pelo que podera ser a primeira escolha aguando em analises que necessitem de alguma

rapidez na obtencado de resultados. Sendo assim, e embora o Método B apenas deva
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ser utilizado em situacdes de duvida, seria adequado, no futuro, proceder a sua

validacao de modo a garantir a confianca dos resultados.
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Anexos

Anexo A. Resultados obtidos na determinacao de TEC e Sensiva em DEO’s

Tabela A. 1. Resultados obtidos na determinagdo de TEC e Sensiva em DEO’s pelo Método A pelo operador 1.

- Areg Area Area Padréo Area .
Injecao Padréo Amostra TEC (%) Amostra Sensiva (%)
(pAS) (pAS) (pA-) (pA.S)
1 5,50 x 102 1,09 x 10? 0,139 6,30 x 102 1,22 x 10? 9,70 x 10
2 5,14 x 102 1,09 x 10? 0,149 5,77 x 102 1,22 x 10? 0,106
3 5,06 x 102 1,12 x 10? 0,156 5,72 x 102 1,24 x 10? 0,109
4 5,35 x 102 1,12 x 10? 0,147 6,10 x 102 1,25 x 10? 0,103
5 5,49 x 102 1,15 x 10? 0,147 6,27 x 102 1,27 x 10? 0,101
6 5,34 x 102 1,10 x 10? 0,144 6,09 x 102 1,21 x 10? 0,100
7 5,15 x 102 1,02 x 10? 0,148 5,79 x 102 1,10 x 102 0,103
8 5,18 x 102 1,19 x 10? 0,157 5,91 x 102 1,20 x 102 0,109
9 5,90 x 102 1,06 x 10? 0,152 5,91 x 102 1,16 x 10? 0,106
10 5,41 x 102 1,03 x 10? 0,142 6,17 x 102 1,12 x 10? 9,70 x 10
Média 5,35 x 102 1,08 x 10? 0,148 6,00 x 102 1,19 x 10? 0,103
Sr 24,7 4,01 6,00 x 103 21,1 5,52 4,00 x 10°®
CV, (%) 4,61 3,68 3,88 3,52 4,61 4,28
r 69,1 11,2 1,60 x 102 59,1 15,5 1,20 x 102

Tabela A. 2. Resultados obtidos na determinacéo de TEC e Sensiva em DEO’s pelo Método A pelo operador 2.

Area Area Area Padrio Area
Injecéo Padrao Amostra TEC (%) (PA.S) Amostra Sensiva (%)
(pA-s) (pA.-s) i (pA-s)
1 4,63 x 10? 92,0 0,156 4,45 x 10? 99,9 0,109
2 5,35 x 102 1,06 x 102 0,155 5,26 x 102 1,16 x 10? 0,109
3 4,91 x 10? 91,1 0,145 4,93 x 10? 1,01 x 10? 0,101
4 5,05 x 102 1,00 x 102 0,155 5,00 x 102 1,09 x 10? 0,108
5 5,19 x 102 1,02 x 102 0,153 5,13 x 102 1,11 x 10? 0,107
6 5,39 x 102 1,04 x 102 0,151 5,45 x 102 1,11 x 10? 0,101
7 5,29 x 102 1,15 x 102 0,154 5,69 x 102 1,17 x 10? 0,110
8 5,57 x 102 99,6 0,139 5,99 x 102 1,09 x 10? 0,098
9 5,21 x 102 1,07 x 102 0,158 5,64 x 102 1,15 x 10? 0,110
10 5,32 x 102 94,2 0,137 5,75 x 102 1,03 x 10? 0,095
Média 5,19 x 102 1,00 x 102 0,150 5,33 x 102 1,09 x 10? 0,105
Sr 26,9 5,80 7,00 x 10 44,5 6,21 6,00 x 10
CV: (%) 5,18 5,80 4,91 8,33 5,69 5,28
r 75,3 16,3 2,10 x 102 1,24 x 10? 17,4 1,50 x 102

51



Determinagéo de Trietil Citrato, Etilhexilglicerina e Farnesol em DEQ’s e APD’s: Precisdo e comparagéo entre métodos

Tabela A. 3. Resultados obtidos na determinacéo de TEC e Sensiva em DEQO’s pelo Método B pelo operador 1.

- Areg Area AreaPadrdo  Area Amostra .
Injecao Padréo Amostra TEC (%) (pA.s) (PA.S) Sensiva (%)
(pA.s) (pA.s)
1 2,59 x 10° 1,46 x 10° 0,156 3,10 x 10° 1,62 x 10° 0,109
2 2,57 x 10° 1,47 x 10° 0,153 3,14 x 10° 1,63 x 10° 0,105
3 2,92 x 10° 1,40 x 10° 0,149 3,64 x 10° 1,55 x 10° 0,099
4 2,68 x 10° 1,61 x 10° 0,150 3,35 x 10° 1,78 x 108 0,101
5 2,63 x 10° 1,41 x 108 0,150 3,27 x 108 1,57 x 108 0,101
6 3,20 x 10° 1,56 x 10° 0,151 3,97 x 10° 1,73 x 108 0,102
7 2,94 x 10° 1,51 x 10° 0,153 3,66 x 10° 1,68 x 10° 0,103
8 2,77 x 108 1,48 x 10° 0,151 3,46 x 10° 1,66 x 10° 0,103
9 2,92 x 108 1,53 x 10° 0,152 3,63 x 10° 1,72 x 108 0,104
10 2,95 x 10° 1,50 x 10° 0,151 3,69 x 10° 1,63 x 10° 0,101
Média 2,82 x 10° 1,50 x 10° 0,152 3,49 x 103 1,66 x 10° 0,103
Sr 2,02 x 102 62,6 2,00 x 103 2,75 x 102 72,7 3,00 x 10
CV, (%) 7,18 4,19 1,33 7,88 4,38 2,71
r 5,67 x 102 1,75 x 10? 6,00 x 103 7,70 x 103 2,04 x 102 8,00 x 10°®

Tabela A. 4. Resultados obtidos na determinagdo de TEC e Sensiva em DEO’s pelo Método B pelo operador 2.

; x Area ; x ;
Injecéo Area Padréo Amostra TEC (%) Area Padréo Area Amostra Sensiva (%)
(PA.S) (bA.s) (PA-3) (PA-3)
1 3,04 x 10° 1,12 x 108 0,146 3,04 x 103 1,20 x 10° 9,70 x 102
2 2,30 x 10° 9,15 x 102 0,152 2,35 x 103 9,76 x 102 0,103
3 1,42 x 108 3,33x10° 0,154 3,31x 103 1,58 x 10° 0,107
4 2,89 x 10° 1,54 x 10° 0,150 2,91 x 103 1,70 x 10° 0,102
5 3,06 x 10° 1,54 x 10° 0,154 3,02 x 10° 1,70 x 10° 0,107
6 3,24 x 10° 1,48 x 10° 0,149 3,32 x 10° 1,64 x 10° 0,101
7 3,06 x 10° 1,55x 10° 0,150 3,06 x 10° 1,55 x 10° 0,100
8 2,95 x 10° 1,92 x 10° 0,148 3,01 x 103 2,09 x 103 9,90 x 102
9 3,42 x 108 1,70 x 10° 0,149 3,44 x 10° 1,85 x 10° 0,101
10 3,50 x 10° 1,47 x 10° 0,148 3,57 x 108 1,61 x 10° 9,90 x 102
Média 2,89 x 10° 1,66 x 10° 0,150 3,09 x 10° 1,59 x 10° 0,102
Sr 6,10 x 102 6,50 x 102 3,00 x 10 3,64 x 102 3,11 x 102 3,00 x 10
CV, (%) 21,1 39,3 1,75 11,8 19,6 3,25
r 1,71 x 108 1,82 x 108 7,00 x 10 1,02 x 10° 8,73 x 102 9,00 x 10
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Anexo B. Resultados obtidos na determinacéo de TEC e Sensiva em APD’s.

Tabela B. 5. Resultados obtidos na determinagdo de TEC e Sensiva em APD’s pelo Método A pelo operador 1.

Area . . . i
Injec&o Padr3o Area Amostra TEC (%) Area Padréao Area Amostra Sensiva (%)
(bAS) (PA.S) (PA.S) (PA.S)
1 5,62 x 102 1,56 x 108 2,12 6,07 x 102 2,11 x 10° 1,73
2 5,77 x 10? 1,48 x 108 1,95 6,32 x 102 2,00 x 10° 1,64
3 5,46 x 102 1,43 x 10° 2,00 5,96 x 102 1,94 x 108 1,69
4 5,91 x 102 1,54 x 108 2,00 6,51 x 102 2,09 x 10° 1,67
5 5,50 x 102 1,49 x 108 2,07 6,03 x 102 2,01 x 10° 1,73
6 5,88 x 102 1,50 x 108 1,95 6,49 x 102 2,05 x 10° 1,64
7 5,51 x 102 1,38 x 108 2,00 5,89 x 102 1,83 x10°% 1,70
8 5,91 x 102 1,51 x 108 2,00 6,70 x 102 2,04 x 10° 1,66
9 6,51 x 102 1,69 x 103 1,91 7,18 x 102 2,13 x 10° 1,62
10 6,03 x 102 1,56 x 10° 2,03 6,72 x 102 2,13 x 10° 1,73
Média 5,80 x 102 1,50 x 108 2,00 6,38 x 102 2,03 x 10° 1,68
Sr 31,8 64,7 6,30 x 102 41,1 92,6 4,10 x 107?
CV, (%) 5,47 4,30 3,14 6,44 4,55 2,47
r 89,0 1,81 x 102 0,176 1,15 x 102 2,59 x 102 0,116

Tabela B. 6. Resultados obtidos na determinagdo de TEC e Sensiva em APD'’s pelo Método A pelo operador 2.

; x i ; . Area
Injecédo Are(ap:asc;rao Areazpimsstra TEC (%) Are(e;)iasd)rao Amostra Sensiva (%)
) i ) (pA.s)
1 5,08 x 102 1,31x 108 1,97 5,71 x 102 1,75 x 108 1,64
2 8,76 x 102 2,33 x 10° 2,03 9,90 x 102 3,18 x 10° 1,71
3 9,11 x 102 2,17 x 10° 1,81 1,04 x 10° 2,93 x 10° 1,50
4 9,29 x 102 2,38 x 10° 1,95 1,17 x 10° 3,25 x 10° 1,63
5 9,29 x 102 2,48 x 10° 2,04 1,16 x 10° 3,40 x 10® 1,70
6 5,40 x 102 1,32 x 10° 1,86 6,06 x 102 1,77 x 10° 1,56
7 5,68 x 102 1,46 x 10° 1,96 6,60 x 102 1,99 x 10° 1,61
8 5,40 x 102 1,39 x 10° 1,95 6,25 x 102 1,87 x 10° 1,60
9 4,02 x 10? 1,00 x 108 1,95 4,64 x 10? 1,40 x 10° 1,65
10 4,54 x 10? 1,12 x 108 1,93 5,13 x 102 1,50 x 108 1,60
Média 6,65 x 102 1,69 x 10° 1,95 7,60 x 102 2,30 x 10° 1,62
Sr 2,16 x 102 5,73 x 102 6,80 x 102 2,48 x 102 7,89 x 102 6,30 x 102
CV, (%) 32,6 33,8 3,48 32,7 34,2 3,91

r 6,07 x 102 1,60 x 10° 0,189 6,96 x 102 2,21 x10° 0,178
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Anexo C. Resultados obtidos na determinacado de TEC e Farnesol em DEO’s.

Tabela C. 1. Resultados obtidos na determinacdo de TEC e Farnesol em DEQO’s pelo Método A pelo operador 1.

< ~ < P . Area
Injecao Are&)iasd)rao Areezp,:mst;stra TEC (%) Are(a;)iasd)rao Amostra Farnesol (%)
) ) ) (pA.s)
1 5,53 x 102 1,15 x 108 1,53 8,94 x 102 1,76 x 103 1,02
2 5,25 x 102 1,05 x 108 1,49 8,51 x 102 1,61 x 103 0,981
3 5,07 x 102 1,07 x 108 1,65 8,23 x 102 1,64 x 103 1,03
4 5,18 x 102 1,14 x 108 1,63 8,37 x 102 1,75 x 108 1,08
5 5,17 x 102 1,13 x 108 1,61 8,35 x 102 1,72 x 108 1,07
6 5,48 x 102 1,09 x 108 1,46 8,87 x 102 1,67 x 108 0,974
7 5,25 x 102 1,10 x 108 1,54 8,50 x 102 1,69 x 103 1,02
8 4,84 x 10? 1,05 x 108 1,60 7,84 x 102 1,60 x 103 1,06
9 5,26 x 102 1,13 x 108 1,58 8,49 x 102 1,73 x 108 1,05
10 5,26 x 102 1,12 x 108 1,58 8,49 x 102 1,73 x 108 1,05
Média 5,26 x 102 1,10 x 108 1,56 8,46 x 102 1,73 x 108 1,03
Sr 19,2 35,8 5,30 x 102 30,9 57,0 3,50 x 102
CV, (%) 3,68 3,25 3,41 3,66 3,38 3,41
r 53,9 1,00 x 102 0,149 86,6 1,60 x 10? 9,90 x 102

Tabela C. 2. Resultados obtidos na determinacéo de TEC e Farnesol em DEQO’s pelo Método A pelo operador 2.

. ~ Area " N Area
Injecéo Are(ap:asc;rao Amostra TEC (%) Are&)iasd)rao Amostra Farnesol (%)
i (pA.s) ) (pA.s)
1 4,75 x 10? 9,55 x 10 1,56 7,20 x 10? 1,48 x 108 1,15
2 4,86 x 10? 9,49 x 102 1,51 7,52 x 102 1,46 x 108 0,998
3 4,55 x 10? 9,52 x 10? 1,62 7,00 x 10? 1,46 x 108 1,07
4 4,72 x 10? 8,67 x 10 1,42 7,26 x 10? 1,34 x 108 0,945
5 4,94 x 10? 1,02 x 108 1,60 7,63 x 10? 1,57 x 108 1,06
6 4,97 x 10? 9,23 x 102 1,44 7,63 x 102 1,42 x 108 0,945
7 4,84 x 10? 9,72 x 10 1,56 7,45 x 10? 1,50 x 108 1,03
8 5,45 x 10? 1,14 x 108 1,62 8,35 x 10? 1,78 x 108 1,08
9 5,26 x 102 1,18 x 108 1,60 8,10 x 102 1,67 x 108 1,06
10 5,39 x 102 1,02 x 108 1,47 8,27 x 102 1,57 x 108 0,975
Média 4,97 x 10? 9,89 x 102 1,54 7,64 x 102 1,52 x 108 1,02
Sr 29,9 79,5 7,40 x 107 46,0 1,21 x 102 5,00 x 102
CV; (%) 6,01 8,04 4,81 6,02 7,95 4,85
r 83,7 2,22 x 10? 0,207 1,28 x 102 3,38 x 102 0,139
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Tabela C. 3. Resultados obtidos na determinacdo de TEC e Farnesol em DEQ’s pelo Método B pelo operador 1.

. ~ Area . ~ Area
Injecao Are&l)iasd)rao Amostra TEC (%) Are(a;)iasd)rao Amostra Farnesol (%)
: (PA.s) ) (pA.s)
1 2,89 x 10° 1,48 x 108 1,59 5,08 x 10° 2,36 x 10° 1,05
2 2,99 x 108 1,44 x 108 1,56 5,25 x 10° 2,38 x 10° 1,02
3 2,99 x 10° 1,40 x 108 1,56 5,26 x 10° 2,23 x10° 1,02
4 2,77 x 108 1,50 x 10° 1,58 4,83 x 10° 2,38 x 10° 1,15
5 2,77 x 108 1,40 x 10° 1,54 4,80 x 10° 2,20 x 108 1,02
6 2,79 x 108 1,52 x 108 1,56 4,97 x 10° 2,41 x 108 1,03
7 2,77 x 108 1,48 x 10° 1,57 4,83 x 10° 2,30 x 108 1,03
8 3,00 x 10° 1,43 x 108 1,56 5,28 x 10° 2,27 x 10° 1,03
9 2,99x 10° 1,43 x 108 1,57 5,25 x 108 2,32 x 108 1,03
10 2,75 x10° 1,43 x 108 1,58 4,85 x 10° 2,39 x 108 1,04
Média 2,87 x 108 1,45 x 108 1,57 5,03 x 10° 2,30 x 10° 1,03
Sr 1,09 x 10? 38,9 1,50 x 1072 2,12 x 102 65,9 1,01 x 102
CV, (%) 3,82 2,69 0,976 4,22 2,86 1,09
r 3,07 x 10? 1,09 x 108 4,30 x 102 5,94 x 102 1,8 x10° 3,20 x 107

Tabela C. 4. Resultados obtidos na determinacéo de TEC e Farnesol em DEQ’s pelo Método B pelo operador 2.

Injecédo Pg(rﬁgo Ané(r)esetlra TEC (%) Are(a;) iitj)réo Anﬁ{)es?ra Farnesol (%)
(pA.s) (pA.s) (pA.s)

1 3,02 x 108 1,41 x 108 1,51 5,45 x 10° 2,24 x 108 0,980

2 3,05 x 108 1,50 x 108 1,52 5,46 x 10° 2,41 x 108 1,01

3 2,82 x 108 1,47 x 108 1,57 5,07 x 10° 2,35 x 108 1,03

4 2,77 x 10° 1,50 x 108 1,62 4,89 x 10° 2,39 x 103 1,18

5 4,94 x 10® 1,35x 10° 1,52 4,94 x 10° 2,12 x 103 0,988

6 2,87 x 10° 1,50 x 10° 1,61 5,06 x 10° 2,38 x 103 1,07

7 2,87 x 10° 1,52 x 10° 1,56 5,31 x 10° 2,42 x 108 1,02

8 2,61x10° 1,51x10° 1,63 4,62 x 10° 2,40 x 103 1,08

9 2,95 x 10° 1,47 x 10° 1,53 5,24 x 10° 2,34 x 10° 1,01

10 3,00 x 10° 1,53 x 10° 1,58 5,37 x 10° 2,43 x 103 1,04
Média 3,09 x 10° 1,48 x 10° 1,56 5,14 x 10° 2,35 x 10° 1,03

Sr 6,63 x 102 55,0 4,50 x 102 2,74 x 102 96,0 3,50 x 102
CV, (%) 215 3,72 2,90 5,32 4,09 3,44

r 1,56 x 10° 1,54 x 102 0,127 7,66 x 102 2,69 x 102 9,90 x 102
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Anexo D. Distribuicdo F de Snedecor com grau de significancia de 5% [48].

TABLE M Viadues of F g5 pm

m = Degrees

of Freedom "= Igegrm of Freedom
or Numerator
for
Denominator 1 2 3 4 5
1 161 200 216 225 230
2 18.50 19,00 19.20 19.20 19.30
3 10,10 9.55 928 9212 9.01
4 7.71 6.94 6.59 .39 6.26
5 .61 5.79 5.41 5.19 5.05
G 5.99 5.14 4.76 4.53 4.39
7 5.59 4.74 4.35 4.12 3.97
i 5.32 4.46 4.07 3.84 3.69
9 5.12 4.206 3.86 363 3.48
10 4.96 4.10 3.71 3.48 3.33
11 4.84 398 3.59 3.36 3.20
12 4.75 3.89 3.49 3.26 311
13 4.67 3.81 3.41 3.8 3.03
14 4.60 3.74 3.34 ERDI 2.96
15 4.54 3.68 3.29 3.06 2.890
16 4.49 3.63 3.24 am 285
17 3.45 3.59 3.20 2.96 2.81
18 4.41 3.55 3.6 2.93 2.77
19 4.38 352 313 2.90 2.74
20 4.35 3.49 310 2.87 271
21 4.32 3.47 307 2.84 268
22 4.30 3.44 3.05 2.82 266
23 4.28 3.42 3.03 2.80 2.64
24 4.26 3.40 301 278 2.62

25 4.24 3.39 2.949 2.76 2.60




