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Abstract

Abstract

The use of natural products in cosmetics became quite popular among the
consumers due to the idea that these don’t have secondary effects for the human being.
However, although these products exist and have been used for millions of years, their

analysis was just recently initiated by the scientific community.

The objective of this study was to determine the effect of two bee products
(hydroalcoholic extract of propolis and two honeys of Lavandula sp. from the north and
the south of Portugal) and of essential oils of two medicinal plants characteristic from
Portugal (Thymus zygis L. subsp zygis and Mentha pulegium L.) in the physicochemical
parameters, stability and in the capacity to inhibit the growth of microorganisms of two
formulations of topical application. Was also evaluated the toxicity of the essential oils
to Artemia salina as well as the irritant potential in the eyes of the elaborated
formulations. Additionally, was analysed the volatile composition of the extract
obtained from the mycelium of an in vitro culture of Clitocybe odora to be in the future
incorporated in a cosmetic formulation, having been determined the value of LCso of the

extract in Artemia salina.

The results of the stability test indicated that occurred phase separation and
liquification of the samples, which can be related with the manufacturing technique of
the formulation. It was verified that the incorporation of the bee products didn’t changed
the pH of the formulations or the density. However, it was observed changes in the
viscosity and in UV-Vis spectra. Regarding the vibration test, there were no changes in
the formulations, which indicates that they can be transported by land transport without

the occurrence of modifications.

The preservation system used, the essential oils of Mentha pulegium and of Thymus
zygis subsp. zygis, was effective, not having been observed the occurrence of
contamination of the cosmetic formulations. All the emulsions demonstrated to be

bacteriostatic and fungistatic against the microorganisms Candida albicans,
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determinacédo da estabilidade e toxicidade



VNiVERSiDAD
P SALAMANCA

CAMPAUS DE EXCELENCIA INTERNACIONAL

Q Ilnsrmrm POLITECNICO
DE BRAGANGA

Abstract

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli. Was also
verified that the emulsions were stronger bacteriostatic in relation to the bacteria
Bacillus subtilis. Despite the two bee products used are, according to the literature,
bactericides and fungicides in relation to the used species, its utilization didn’t affect the

microbiological results obtained when compared with the control.

The results obtained in the toxicity test with Artemia salina indicate that the
essential oils of Mentha pulegium and of Thymus zygis subsp. zygis are toxic for this
crustaceous, having been obtained values of lethal concentration that kills 50% of the
population (LCsp) <100 pug/mL. As described in the literature, this result is due possibly
to the toxicity of the main compounds present in the essential oil of Mentha pulegium
and in the essential oil of Thymus zygis subsp. zygis, the pulegone and the carvacrol
respectively. Furthermore, was evaluated the Irritative eye potential of the developed
formulations trough the hen's egg test—chorioallantoic membrane (HET-CAM), having
been determinate that those are not irritants.

The fungi Clitocybe odora was collected in Braganca, Portugal and its mycelium
was inoculated in Potato dextrose agar medium (PDA) and in incomplete solid Melin
Norkans medium (incomplete MMN). The mycelium was collect from incomplete
MMN, which showed a better rate of growth, and was extracted using a Likens-
Nickerson extraction-distillation method (LN). The main compounds detected in the
extract were the spathulenol and B-caryophyllene oxide, which are not found, according
to the literature, in wild samples. This extract demonstrated to be toxic for Artemia
salina, with 100% of mortality, possibly due to the presence of spathulenol, which is
toxic for this crustaceous. The spathulenol presents several applications in the cosmetic
industry and therefore the extract obtained from the in vitro mycelium of Clitocybe
odora might be a potential source of bioactive compounds to incorporate in cosmetic

formulations.

The results obtained throughout this study show that the incorporation of the bee

products studied (Lavandula sp. honey and propolis hydroalcoholic extract) and the two

Desenvolvimento de formulagfes cosméticas utilizando produtos apicolas e volateis de cogumelos silvestres:
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Abstract

essential oils of Mentha pulegium and Thymus zygis subsp. zygis are an alternative that
should be considered when formulating cosmetic products.
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Resumo

Resumo

O uso de produtos naturais em cosméticos tornou-se bastante popular entre os
consumidores devido a ideia de que estes ndo apresentam efeitos secundarios para o ser
humano. Contudo, apesar destes produtos existirem e serem utilizados ha milhdes de
anos, a analise dos mesmos foi iniciada apenas recentemente pela comunidade

cientifica.

O objetivo deste estudo foi determinar o efeito de dois produtos apicolas (extrato
hidroalcodlico de prépolis e dois méis de Lavandula sp. procedentes do Norte e do Sul
de Portugal) e de Gleos essenciais de duas plantas medicinais carateristicas da flora de
Portugal (Thymus zygis L. subsp zygis e Mentha pulegium L.) nos pardmetros fisico-
quimicos, estabilidade e capacidade de inibicdo do crescimento microbiano de duas
emulsdes de aplicagdo tdpica. Foram também avaliadas a toxicidade dos Oleos
essenciais relativamente a Artemia salina assim como o potencial de irritacdo ocular das
formulacdes elaboradas. Adicionalmente, foi analisada a composicdo volatil do extrato
obtido a partir do micélio de uma cultura in vitro de Clitocybe odora para futuramente
ser incorporado numa formulacdo cosmeética, tendo-se determinado o valor de LCsp do

extrato em Artemia salina.

Os resultados do teste de estabilidade indicaram que ocorreu separacdo de fases e
liquidificacdo das amostras, o que poderd estar relacionado com a técnica de manufatura
das formulac@es. Verificou-se que a incorporacdo dos produtos apicolas ndo alterou o
pH das formulacGes nem a densidade. No entanto, foram verificadas alteracdes na
viscosidade das mesmas e nos espectros UV-Visivel. Em relacdo ao teste de vibracéo,
ndo ocorreram alteracdes nas formulagdes, o que indica que as mesmas poderdo ser

transportadas por transporte terrestre sem ocorrerem modificacoes.

O sistema de preservacdo utilizado, os dleos essenciais de Mentha pulegium e de

Thymus zygis subsp. zygis, foi eficaz, ndo se tendo observado a ocorréncia de

Desenvolvimento de formulagBes cosméticas utilizando produtos apicolas e volateis de cogumelos silvestres:
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Resumo

contaminacdo das formulagGes cosméticas. Todas as emulsdes demostram ser
bacteriostaticas e fungistaticas contra o0s microrganismos Candida albicans,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Verificou-se ainda
que as emulsBes eram fortemente bacteriostaticas em relacdo a bactéria Bacillus subtilis.
Apesar de os dois produtos apicolas utilizados serem, de acordo com a literatura,
bactericidas e fungicidas em relacdo as espécies utilizadas, a sua utilizacdo nao afetou

os resultados microbioldgicos obtidos quando comparados com o controlo.

Os resultados obtidos no teste de toxicidade com Artemia salina indicam que 0s
6leos essenciais de Mentha pulegium e de Thymus zygis subsp. zygis sdo tdxicos para
este crustaceo, tendo-se obtido valores de concentracdo letal que mata 50% da
populacdo (LCsp) <100 pg/mL. De acordo com o descrito na literatura, este resultado
possivelmente deve-se a toxicidade dos compostos maioritarios presentes no 0leo
essencial de Mentha pulegium e no 6leo essencial de Thymus zygis subsp. zygis, a
pulegona e o carvacrol respetivamente. Adicionalmente foi avaliado o potencial
irritativo ocular das formulacGes desenvolvidas através do teste hen's egg test-—
chorioallantoic membrane (HET-CAM), tendo-se determinado que as mesmas ndo sdo

irritantes.

O fungo Clitocybe odora foi recolhido em Braganca, Portugal tendo-se inoculado o
seu micélio em meio Potato Dextrose Agar (PDA) e em meio s6lido Melin Norkans
(MMN incompleto). O micélio foi recolhido do meio MMN incompleto, o qual
apresentou maior taxa de crescimento, e foi extraido utilizando o método de extragdo
Likens-Nikerson (LN). Os compostos maioritarios detetados no extrato obtido foram o
espatulenol e o éxido de B-cariofileno, os quais ndo sdo detetados, de acordo com a
bibliografia, em amostras silvestres. Este extrato demonstrou ser toxico para a Artemia
salina, com 100% de mortalidade, possivelmente devido a presenca do espatulenol, o
qual é toxico para este crustaceo. O espatulenol apresenta diversas aplicacfes na

industria cosmética e consequentemente o extrato obtido do micélio in vitro de
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Resumo

Clitocybe odora podera ser uma fonte de compostos bioativos para incorporar em

formulagBes cosméticas.

Os resultados obtidos ao longo deste estudo evidenciam que a incorporacao dos
produtos apicolas estudados (mel de Lavandula sp. e extrato hidroalcodlico de propolis)
e dos dois Oleos essenciais de Mentha pulegium e de Thymus zygis subsp. zygis
constituem uma alternativa que devera ser considerada ao serem formulados produtos

cosméticos.
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1 Reviséo bibliografica

1.1 Produtos cosméticos

A palavra “cosmetica” deriva da palavra do Grego antigo Kosmein, que significa
“decoracdo”. O desejo que a humanidade tem de se decorar a si mesma seja para cagar,
para provocar atracdo sexual, para aumentar o estatuto social, com objetivos
ritualisticos, em ocasiGes especiais ou simplesmente como expressdo da beleza, é

provavelmente tdo antigo como a prépria humanidade (Paye et al., 2009).

O uso dos cosméticos era proibido na Idade Média, tendo sido o sabdo considerado
um objeto sinistro que ameacava a alma humana. Apenas no final do século XVI a
utilizacdo de perfumes, cremes, pos, e, em alguns paises da Europa, inclusivamente o
banho comecaram a ser aceites. O continuo desprezo pelo banho na Europa impulsionou
a industria cosmética, tornando-se esta indispensavel para disfarcar os maus odores

provocados pela falta de higiene (Paye et al., 2009).

Atualmente a inddstria cosmética encontra-se bastante desenvolvida e inclui uma
vasta gama de produtos, nomeadamente emulsdes, lo¢Bes, cremes, esséncias, sabonetes,
entre muitos outros, para serem aplicados no corpo, cara, mados, pés, cabelo, unhas, etc
(Figura 1). Esta, ao combinar o conhecimento das &reas da farmacologia e da
dermatologia, com o conhecimento tradicional, o processamento tecnol6gico moderno e
as técnicas de marketing psicoldgico avancado, tem conseguido explorar a necessidade
e os fortes instintos que o ser humano possui de ser considerado e de se considerar

atraente e saudavel (Paye et al., 2009).
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Figura 1 - A diversidade de produtos cosméticos no mercado.

De acordo com o Infarmed, “Entende-se por Produto Cosmético qualquer substancia
ou mistura destinada a ser posta em contacto com as partes externas do corpo humano
(epiderme, sistemas piloso e capilar, unhas, labios e 6rgdos genitais externos) ou com 0s
dentes e as mucosas bucais, tendo em vista, exclusiva ou principalmente, limpéa-los,
perfuma-los, modificar-lhes o aspeto, protegé-los, manté-los em bom estado ou corrigir

os odores corporais.” (Infarmed, 2016).

Em Portugal, a procura de produtos cosméticos depende da disponibilidade
financeira dos consumidores, que muitas vezes optam pela utilizacdo de produtos
econdmicos que sejam faceis de aplicar e apresentem diversas fungfes em simultaneo,
diminuindo assim o numero de produtos utilizados, exigindo ainda que estes sejam
ecologicos e ndo sintéticos, tendéncia esta que se tem verificado aumentar nos ultimos
anos. No entanto, a utilizacdo de produtos cosméticos € uma préatica que ndo se encontra
muito enraizada na populagdo, sendo a principal marca utilizada em 2014 a L’Oréal,

uma marca multinacional francesa (Euromonitor International, 2015).
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1.1.1 Tipos de formulacGes cosmeticas

A selecdo do tipo de formulacdo a utilizar por uma determinada pessoa €
geralmente influenciada pela opinido do dermatologista (ou técnico de saude), do local
de acdo do cosmético na pele e pela natureza do efeito desejado. No decorrer deste
estudo foram desenvolvidas duas emulsfes com composicdo e finalidades diferentes.
Ambas as formulacBes eram constituidas por uma fase aquosa que se encontrava

dispersa na fase oleosa (4gua/dleo; A/O).

De seguida, descrevem-se brevemente os tipos principais de formulacGes cosméticas

que podem ser desenvolvidos.

1.1.1.1 Emulsoes

Uma emulsdo consiste, no minimo, em dois liquidos imisciveis (geralmente agua e
um 6leo), no qual um deles se encontra disperso em pequenas gotas no outro liquido.
Este processo opfe-se a tensdo superficial presente na interface. A estabilizacdo da
interface ocorre em duas fases: através da adicdo de um agente emulsificante, o qual
contribui para a reducdo da tensdo superficial e através da agitacdo da solugdo, o que
permite a fragmentagdo de gotas em goticulas de menores dimensdes (Kowalska et al.,
2015).

Geralmente, assume-se que as emulsdes sdo instaveis, podendo, portanto, sofrer
diversos tipos de alteracBes como separacdo gravitacional, floculacdo, coalescéncia,
inversdo de fases, entre outras. Alguns dos principais fatores que afetam estes
processos, e, portanto, a estabilidade de uma emulsdo, sdo o tamanho médio das
particulas e a sua distribui¢do, o pH, a pressdo osmdtica, a viscosidade e a adicdo de

outros compostos (Kowalska et al., 2015).
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O estado de agregacédo das duas fases varia desde liquido a semi-solido, pelo que os
sistemas de emulsfes cobrem um grande intervalo de viscosidades desde lo¢Ges, com

baixa viscosidade, até preparac6es semis-solidas (cremes), com elevada viscosidade.
Com base na sua estrutura as emulsdes podem ser classificadas em:

— Macroemulsdes do tipo agua em 6leo (A/O) ou 6leo em agua (O/A), com
um tamanho das goticulas entre 0,1 e 5 um;

— Nanoemulsées do mesmo tipo que as macroemulsdes, no entanto o
tamanho das particulas situa-se entre 20 — 100 nm;

— Emulstes micelares ou microemulsdes nas quais o tamanho das
particulas se situa entre 5 — 50 nm;

— EmulsBes multiplas ou duplas (emulsdes de emulsdes, agua em 6leo em
agua (A/O/A) ou 6leo em agua em oleo (O/A/O) (Figura 2) (Kora¢ et
al., 2016).

Uma vez que as duas fases sdo incompativeis, a estabilidade fisica da emulsdo é

baixa, sendo maximizada com a selecdo de um sistema que a estabilize.

1 2

Emulsdes simples

Emulsdes muiltiplas

Figura 2 - Tipos de emulsdes (Fonte: Pereira & Garcia-Rojas, 2015); 1: emulsdo simples
O/A,; 2: emulsdo simples A/O; 3: emulsdo multipla A/O/A; 4: emulsdo multipla O/A/O. A:
fase aquosa; O: fase 6leo; A:: fase aquosa interna; A,: fase aquosa externa.
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1.1.1.2 Pomadas

Uma pomada € classificada como um semi-sélido contendo matéria gorda e

destinada a ser aplicada externamente (Walters & Brain, 2002).

A preparacdo de pomadas requere um controlo cuidadoso de véarios parametros,
especialmente da velocidade de arrefecimento. O arrefecimento rdpido cria uma
formulacdo dura, na qual existem diversos pequenos cristais, enquanto o arrefecimento
lento resulta na formacdo de menor quantidade de cristais, com maior dimensédo, e hum
produto mais fluido (Walters & Brain, 2002).

1.1.1.3 Geis

Os géis sao caracterizados por conter estruturas continuas que lhes garantem as
propriedades do tipo sélido. Dependendo dos constituintes, os géis podem ser opacos,
transparentes, polares, hidroalcodlicos ou ndo polares. Os géis mais simples sdo
compostos por agua a qual sdo adicionadas gomas naturais, materiais semi-sintéticos,
materiais sintéticos ou argilas. A viscosidade de um gel geralmente é dependente da

quantidade e da massa molecular do agente espessante (Walters & Brain, 2002).

1.1.2 Constituintes das formulagdes cosméticas

Uma formulacdo cosmeética é composta por diversos compostos desde reguladores
do pH até emulsificantes, ou mesmo compostos com propriedades antimicrobianas. No
decorrer deste estudo foram incorporadas nas diversas formulacdes desenvolvidas 6leos
essenciais de Mentha pulegium e Thymus zygis subsp. zygis, um macerado de Calendula
officinalis e produtos apicolas (mel e extrato hidroalcodlico de propolis). A utilizagdo

destes produtos teve como objetivo analisar o impacto da utilizacdo dos mesmos em
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formulagdes cosméticas através de testes de estabilidade, testes fisico-quimicos e testes

microbioldgicos.

Os materiais bioldgicos anteriormente mencionados serdo seguidamente
caracterizados de uma forma geral, sendo analisada a descricdo do ponto de vista
botanico, os principais compostos presentes nas matrizes utilizadas e as consequentes
propriedades que podem ser benéficas aquando da sua incorporacdo num produto

cosmeético.

1.1.2.1 Fungos

Os fungos sdo microrganismos ndo-fotossintéticos, que possuem um modo de
nutricdo heterotrofica. Estes obtém 0s seus nutrientes através da digestdo extracelular
devido a atividade de enzimas, seguindo-se a absor¢do dos produtos solubilizados.
Assim, os fungos podem ser saprofitos, caso obtenham os seus nutrientes de matéria
organica morta, parasitas, caso ndo s6 obtenham os nutrientes de plantas e animais
vivos, mas também causem danos aos hospedeiros, ou podem ser simbidticos
mutualistas, caso estabelecam uma associagdo com outros organismos Vivos, com
beneficios mutuos (Hanson, 2008; Miles & Chang, 2004).

Entre os varios tipos de fungos podemos encontrar os cogumelos, classificados
como macrofungos, sdo muito apreciados na alimentacdo humana devido ao seu sabor,
composicdo nutricional e aroma. Devido as diversas propriedades medicinais que
apresentam quando usados diretamente ou de forma indireta, como antioxidantes,
antimicrobioldgicas, anti-inflamatdrias, entre outras, comegaram a ser utilizados na

industria cosmética (Taofiq et al., 2016).

O reino fungi apresenta varias classes, 0s cogumelos pertencem maioritariamente a

classe basidiomycetes (fungos produtores de basididsporos), no entanto existem alguns
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que pertencem a classe ascomycetes (fungos que produzem ascosporos) (Guillamén et
al., 2010; Miles & Chang, 2004).

Os cogumelos apresentam um corpo frutifero apigeo, ou seja, que cresce acima do
solo, podendo ter tamanho suficiente para ser detetado a olho nu e recolhido. De facto, o
corpo frutifero deste tipo de fungos é a estrutura que se denomina normalmente de
cogumelo, sendo o micélio a parte vegetativa constituida pelas hifas e que pode produzir
o corpo frutifero em condicdes favoraveis (Guillamén et al., 2010; Miles & Chang,
2004).

A maioria dos cogumelos conhecidos caracterizam-se por serem compostos pelo pé,
que normalmente se encontra enterrado, no qual pode existir a volva, anel ou cortina, e
pelo chapéu, que apresenta na parte inferior o himénio, que se encontra virado para
baixo de modo a facilitar a libertacdo e dispersdo dos esporos, quando estes se

encontram maduros (Figura 3) (Miles & Chang, 2004).

Figura 3 - A estrutura de um cogumelo (Fonte: European Commission, 2014).

Os fungos, em especial os cogumelos, estdo atualmente a ser introduzidos em
cosméticos, sendo utilizados extratos contendo compostos biologicamente ativos Uteis
no tratamento de diversas doencas dermatoldgicas (Hyde et al., 2010; Taofiq et al.,
2016) .
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O fungo Clitocybe odora (Bull.) P. Kumm (Figura 4), é bastante comum na Europa,
podendo ser encontrado entre setembro e novembro debaixo das folhas caducas que se
encontram no solo argiloso de florestas com coniferas, castanheiros ou faias (Polese,
2005). O cogumelo Clitocybe odora (Bull) P. Kumm apresenta um comprimento entre 2
a 9 cm, sendo considerado um cogumelo pequeno a médio e possui um aroma e um
sabor caracteristicos do anis. O chapéu no principio é convexo com o bordo encurvado;
expandindo para uma depresséo lisa ou superficial, por vezes apresenta o bordo virado
para cima e ondulado. A cor pode variar, mas geralmente é azul-esverdeado palido;
podendo, no entanto, apresentar uma coloracdo entre o branco e o amarelo palido ou
creme em algumas amostras. O himénio apresenta-se na forma de laminas, que se
encontram bastante proximas e possui uma variedade de cores desde acinzentado a
amarelo-rosado (McKnight & McKnight, 1998).

Figura 4 - Clitocybe odora (Bull) P. Kumm.

O pé deste fungo possui uma cor amarela palida, podendo apresentar-se mais escuro
na base quando esta se encontra ensopada com agua. O pé é cilindrico, podendo ser
alargado no topo ou na base, e apresenta entre 2 a 6 cm de altura e entre 0,4 a 1,0 cm de
didametro, sendo, por vezes, curvado. O interior é sélido quando jovem, tornando-se oco
com o tempo. A superficie pode ser listrada e é constituida por fibras. A base encontra-
se muitas vezes coberta com fios macios. Os esporos sdo nao-amiloides, elipsdides a
ovoides e apresentam de comprimento entre 6 um e 8 um e uma largura entre 3,5 um e
5,0 um (McKnight & McKnight, 1998).

Desenvolvimento de formulagBes cosméticas utilizando produtos apicolas e volateis de cogumelos silvestres:
determinacdo da estabilidade e toxicidade



2% VNIVERSIDAD
: DSALAMANCA

07 CAMPUS DE EXCELENCIA INTERNACIONAL

" l
Q INSTITUTO POUITECNICO
DE BRAGANGA

Revisdo bibliografica

A andlise aos compostos volateis dos corpos frutiferos de Clitocybe odora obtidos
por destilacdo-extracdo Likens-Nickerson (LN) mostrou que o composto maioritario era
0 p-anisaldeido (Rapior et al., 2002). O p-anisaldeido € responsavel pelo forte aroma a
anis deste cogumelo e constituiu 66,8% dos compostos totais volateis identificados
(Tabela ).

Tabela | - Composicéo da fragao volatil de Clitocybe odora obtida por destilagdo-extracao
LN, utilizando como solvente o diclorometano (Fonte: Rapior et al., 2002).

Composto Perce_ntagem Composto Perce_ntagem
Relativa (%0) Relativa (%0)
hexanal 0,2 (E)-nerolidol 0,2
5-fenil-5-metil-hex-2-
2-(5H) - furanona 2,0 0,1
enal
acido 3- ]
) . 3,0 5-pentil-y-lactona 0,1
metilbutandico
acido 2- ) .
) . 0,2 alcool p-anisico 0,1
metilbutandico
benzaldeido 5,2 p-anisaldeido 66,8
1-octen-3-ona 0,3 linalol 0,2
1-octen-ol 3,0 (E)-2-octanal 0,1
3-octanona 11,0 Limoneno 0,4
3-octanol 0,1 n-pentilfurano 0,2

Num estudo realizado com 4 espécies de cogumelos silvestres verificou-se que o

Clitocybe odora possuia um dos contetdos em acido ascérbico mais elevados (172.65

Desenvolvimento de formulagBes cosméticas utilizando produtos apicolas e volateis de cogumelos silvestres:
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mg/100 g) e que, entre as varias fragdes ricas em polissacarideos, a fracdo soltvel em
agua apresentava boas propriedades antioxidantes (Vaz et al., 2011). Neste mesmo
estudo mostrou-se que os extratos obtidos do miceélio in vitro e administrados por via
intraperitonial em ratos, inibiram o crescimento do cancro Sarcoma 180 e do tumor de

Ehrlich em 70% e 60%, respetivamente.

No entanto, tanto quanto sabemos, na literatura ndo se encontram descritos
quaisquer estudos onde se tenham utilizado extratos de Clitocybe odora na preparagédo
de formulagGes cosméticas, nem a composicdo dos volateis extraidos do micélio in vitro

deste fungo.

1.1.2.2 Produtos apicolas

As abelhas (Apis mellifera L.) vivem em colonias, podendo estas ser classificadas de
acordo com a sua funcdo. As abelhas obreiras recolhem vérias substancias da natureza
que sdo utilizadas na colonia para alimento e crescimento do enxame, como material de

construcdo do ninho ou para protecéo e defesa do mesmo (Mutsaer et al., 2006).

Os produtos apicolas (mel, propolis, polen, geleia real, veneno de abelhas, entre
outros) tém sido utilizados desde os tempos ancestrais com diversas finalidades, tais
como o tratamento de feridas, tosse, artrite, esclerose multipla, entre outras. Este tipo de

utilizacdo é denominado apiterapia (Jagua-Gualdron, 2012; Krell, 1996).

O mel (Figura 5) é um fluido doce e viscoso produzido pela Apis mellifera L., a
partir do néctar das flores. E uma solugéo supersaturada de aglcares, dos quais a frutose
(38% m/m) e glucose (31% m/m) sdo os principais constituintes (Das et al., 2015). Este
contém ainda agua, acidos fenolicos, flavonoides, enzimas, carotenoides, aminoacidos,
acidos organicos, vitaminas e minerais que contribuem para as suas propriedades
benéficas (Gan et al., 2016). Esta composicdo ¢é variavel e depende em primeiro lugar

da origem boténica e geogréafica da fonte floral. No entanto, existem outros fatores que

Desenvolvimento de formulagBes cosméticas utilizando produtos apicolas e volateis de cogumelos silvestres:
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também possuem um papel importante, como os fatores ambientais, a altura do ano na

qual é feita a recolha do néctar e o seu processamento (Krell, 1996).

Figura 5 — Mel.

Além deste alimento ser apreciado pelo seu sabor caracteristico e pelo seu valor
nutritivo, € também usado devido a sua atividade antimicrobiana, anti-inflamatdria,
antimutagénica, antitumoral e antioxidante, sendo ainda utilizado como conservante em
frutas e gréos (Jandri¢ et al., 2015). Também pode ser utilizado na forma de melito, um
xarope com efeito farmacoldgico no qual a solugéo base é o mel em vez de uma solucgao

de sacarose.

O mel € uma das substancias mais utilizadas na histéria da humanidade, e os
beneficios da sua utilizagdo sdo conhecidos ha muitos séculos. Registos arqueologicos
indicam que o mel era utilizado como veiculo em cremes e logcBes ou para unir 0s
ingredientes em pastas. Existem registos que evidenciam a utilizagcdo do mel atualmente
em preparacdes cosmeéticas por todo o mundo. As mulheres chinesas, por exemplo,
misturam o mel com sementes trituradas, como as de laranja, para obter um creme de
limpeza. Na regido dos Balcds, em especial em algumas partes da Bdsnia e da
Herzegovina, sdo preparados balsamos com azeite, mel, banha de porco, ervas frescas e

Desenvolvimento de formulagfes cosméticas utilizando produtos apicolas e volateis de cogumelos silvestres:
determinacdo da estabilidade e toxicidade

11



.. VNiVERSIDAD
P SALAMANCA

M l
Q INSTITUTO POLITECNICO
DE BRAGANGA

Revisdo bibliografica

resina de coniferas aquecida, sendo usados para tratar o reumatismo e algumas lesdes

externas da pele (Burlando & Cornara, 2013).

Por possuir um pH relativamente baixo, € um inibidor do desenvolvimento de
bactérias prevenindo a infecdo de feridas e escaras. O mel possui ainda a capacidade de
reter a 4gua presente num produto pois € higroscopico, restaurando os fatores de
hidratacdo da pele (Krell, 1996).

A possivel deterioracdo das solucBes diluidas e a sensacdo pegajosa das solucdes
concentradas sdo o unico fator que limitam o seu uso. O mel ndo deve ser esterilizado
ou pasteurizado antes de ser utilizado pois pode perder as suas caracteristicas benéficas.
A variacdo nos parametros fisico-quimicos de acordo com a estacdo e o tipo de mel ndo

tem uma importancia significativa para o uso industrial (Das et al., 2015).

Os méis monoflorais mais representativos em Portugal sdo de castanheiro (Castanea
sativa), rosmaninho (Lavandula sp.) e de urze (Erica sp.). Durante o presente estudo foi
utilizado o mel de rosmaninho portugués, que apresenta uma cor clara e um aroma floral
intenso, encontrando-se na regido interior norte e centro e no sul de Portugal, a uma

altitude de 400 metros (Federacdo Nacional dos Apicultures de Portugal, 2016).

Internacionalmente, os parametros de qualidade do mel de rosmaninho resultam da
analise qualitativa do mel de Lavandula angustifolia (Tabela 1) (Federacdo Nacional
dos Apicultures de Portugal, 2016).

Desenvolvimento de formulagBes cosméticas utilizando produtos apicolas e volateis de cogumelos silvestres:
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Tabela Il - Parametros de qualidade do mel de rosmaninho (Fonte: Decreto-Lei n.° 214/2003).

Parametro de qualidade Limite
Teor de frutose e glucose (total dos dois) No minimo 60g/100g
Teor de sacarose No maximo 15¢/100g
Teor de 4gua No maximo 20%
Teor de matérias insollveis na agua No méximo 0,19/100g
Condutividade elétrica No méximo 0,8 mS/cm
Acidos livres No méxirp(_) 50 miliequivalentes de
acidos por 1000 g
Indice diastasico (escala de Schade) No minimo 8
Teor de hidroximetilfurfural No méximo 40 mg/kg

A adicdo do mel a formulagdo cosmética deve ser feita com o mel liquido a
temperatura ambiente para evitar a degradacdo de substancias sensiveis ao calor, no
entanto é possivel aquecer o mesmo até a temperatura de 40 °C facilitando a mistura. O
mel deve ser misturado homogeneamente a uma pequena por¢ao do produto antes de ser
adicionado ao lote, no entanto é de prever a ocorréncia de alteracGes na consisténcia e

na cor, que podem ser corrigidas com alteracGes a formulacao (Krell, 1996).

A aplicacdo do mel na pele, ndo é geralmente utilizado na industria cosmética
devido a sua viscosidade. Este, no geral, é utilizado em produtos como leites de
limpeza, cremes hidratantes, géis, pds-solares, entre outros num intervalo de proporcao
entre 1% e 10%. Contudo, é possivel utilizar concentraces mais elevadas caso este seja
misturado com emulsionantes, 6leos ou agentes gelificantes, podendo-se a utilizar até
70% de mel, mantendo-se a aplicacdo do cosmético na pele satisfatoria para o utilizador

(Burlando & Cornara, 2013).

O propolis (por vezes também denominado cola das abelhas) é o nome genérico
para a substancia resinosa colhida de diversas plantas pelas abelhas. Este € uma

substancia adesiva e resinosa, recolhida, transformada e utilizada pelas abelhas para
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selar furos nos favos de mel, alisar as paredes internas e evitar a entrada de intrusos na
colmeia (Burdock, 1998; Das et al., 2015).

A abelha que recolhe o propolis leva-o para 0 seu ninho nas suas patas traseiras.
Esta dirige-se a um local na colmeia no qual o propolis é armazenado e espera até este
ser retirado pelas abelhas que o irdo utilizar. O propolis é maioritariamente recolhido de
manhd e usado a tarde na colmeia (Osés et al., 2015).

Apesar de a composicdo do propolis variar com o tempo e a altura do ano, este é
principalmente constituido por resina (50%), cera (30%), 6leos essenciais (10%), assim
como polén (10%) e outra matéria organica (5%) atuando como um antisséptico efetivo
na colmeia (Petelinc et al., 2013). O prépolis (Figura 6) contém uma quantidade
superior de compostos fendlicos relativamente ao mel, possuindo uma maior atividade

antioxidante e antimicrobiana (Burdock, 1998).

Figura 6 - Prdpolis.

As carateristicas antibacterianas (Silva et al., 2012), antifungicas (Freires et al.,
2016), antivirais (Amoros et al., 1994), anti-inflamatérias (Silva et al., 2012) e
antioxidantes (Moreira et al., 2008) atrairam o interesse da industria cosmética. Como
consequéncia dos beneficios anteriormente mencionados, o prépolis é principalmente
utilizado em desodorizantes e em agentes purificantes da pele, sendo ainda utilizado

como conservante (Krell, 1996).
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O propolis é geralmente utilizado na forma de extrato e a escolha do solvente para a
realizacdo deste extrato depende da aplicacdo final. Por vezes, o solvente deve ser
eliminado totalmente ou reduzido, de modo a evitar a alteracdo na consisténcia da
formulacéo (Krell, 1996).

1.1.2.3 Oleos essenciais

As plantas aromaticas produzem O@leos essenciais em estruturas secretoras
especializadas designadas de tricomas glandulares (Figura 7). Estes sdo liquidos
volateis com aromas caracteristicos, constituidos por uma mistura de compostos
organicos arrastaveis por vapor de agua e sollveis em solventes organicos e gorduras.
Nas plantas aromaticas estes compostos podem estar presentes em um, ou em VArios
orgdos das plantas, principalmente em flores e folhas, mas, embora menos

frequentemente, também em caules, raizes e rizomas (Cunha et al., 2012).

——— Cuticula

, —, Oleo essencial
Células secretoras

Epiderme

T — + Mesofilo

Figura 7 — Estrutura de um tricoma glandular (Fonte: Smiljanic, 2015).

Geralmente os 6leos essenciais estdo ja formados no interior das plantas, mas
também podem existir sob a forma de heterosidos, sendo apenas libertados apos a

respetiva hidrolise (Cunha et al., 2012).

Estes Oleos tém sido utilizados desde a antiguidade na formulacdo de produtos
cosméticos, com o objetivo principal de criar um aroma agradavel. Diversos estudos

tém vindo a comprovar as propriedades dos Oleos essenciais, sendo de destacar as
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seguintes: antiviral, antiespasmodica, analgésica, antimicrobiana, cicatrizante,
expetorante, relaxante, antisséptica das vias respiratorias, larvicida, vermifuga e anti-

inflamatdria (Nascimento et al., 2007).

As ocorréncias de variacdes genéticas intraespecificas da espécie vegetal podem
alterar o teor do principio ativo que se encontra presente no 6leo. Existem ainda outros
fatores que condicionam a composicdo quimica dos dleos, afetando assim as suas
propriedades, nomeadamente o clima, solo, época e forma de plantio, adubacéo, uso de
agrotoxicos, irrigacdo, tempo e condi¢cBes ambientais, proveniéncia do material da
planta (fresco ou seco), técnica de extracdo, espécie, colheita e padrdes de variacdo
geogréfica (latitudes e longitudes) (Nascimento et al., 2007).

No decorrer deste estudo foram utilizados os 6leos essenciais de Mentha pulegium
L. (poejo) e Thymus zygis subsp. zygis L. (serpdo-do-monte), que sdo plantas
espontdneas em Portugal, em particular na regido de Trés-os-Montes, Braganca.
Adicionalmente, foi feita uma maceracao de Calendula officinalis em 6leo de améndoas

doces, tendo sido incorporada numa das formulac@es testadas.

A Mentha pulegium L. (Figura 8) pertence a familia Lamiaceae sendo mais
conhecida como poejo, horteld-dos-agores ou horteld-pimenta-mansa. E nativa de
Africa, da Europa e do Préximo Oriente e pode ser encontrada principalmente perto de
linhas de &gua: rios, ribeiros e palis. Encontra-se em zonas humidas, sendo muito
comum nos Acores e em Portugal Continental. Esta é mais pequena quando comparada

com outras mentas (Kumar et al., 2011).

Desenvolvimento de formulagBes cosméticas utilizando produtos apicolas e volateis de cogumelos silvestres:
determinacdo da estabilidade e toxicidade

16



Revisdo bibliografica

Figura 8 - Mentha pulegium L. (poejo) florida (Quinta do poul&o).

A Mentha pulegium L. (poejo) é uma espécie herbacea, de 20 a 40 cm de tamanho,
subprostrada, subglabra a tomentosa, fortemente aromatica, de folhas pequenas (8 a 30
mm), eliptico-oblongas, atenuadas na base, curtamente pecioladas, inteiras ou
esparsamente dentadas, pilosas (pelo menos na parte virada para o caule). As suas flores
surgem em densos verticilastros multifloros numa longa inflorescéncia espiciforme no
prolongamento dos ramos floriferos; calice da flor de dentes ciliados, os inferiores
assovelados, os superiores menos e mais largos; corola de cerca de 5 mm de tamanho,
lilacinea, estames excertos; frutos (mericarpos) com 0,7 mm, acastanhados (Franco,
1984).

Brahmi et al., (2016) identificaram, por Cromatografia gasosa (GC) e Cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC/MS), como componente maioritario do
6leo essencial de Mentha pulegium, obtido na Argélia, a pulegona, um monoterpeno
ciclico, apresentando ainda como compostos principais neo-mentol, acetato de neo-
mentol e mentona (Tabela I11). No entanto, existem outros estudos onde o composto
maioritario identificado foi distinto: a mentona (Teixeira et al., 2012), o mentol
(Marzouk, 2008), a piperitenona (Kokkini et al., 2002) ou a isomentona (Baser &
Kirk¢iioglu, 1999). Este facto podera estar relacionado com distintas condicfes

edafoclimaticas, para além da eventual recolha da planta em diferentes épocas do ano.
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Tabela 111 — Principais compostos do 6leo essencial obtido a partir das partes aéreas de
Mentha pulegium L. (poejo) (Adaptado de: Brahmi et al., 2016).

Composto e () Composto relativa (96)
a-pineno 0,4 trans-isopulegona 1,0
sabineno 0,1 pulegona 70,4

B-pineno 0,2 piperitona 0,2
3-octanona 0,3 acetato de neomentol 3,5
3-octanol 0,7 acetato de mentil 0,1
limoneno 0,9 acetato de iso-metil 0,1
1,8-cineol 0,1 piperitenona 0,2
p-menta-3,8-dieno 0,1 p-cariofileno 0,5
acetato de 3-octanol 0,1 a-humuleno 1,0
pentona 2,7 germacreno D 0,2
iso-mentona 0,5 oxido de cariofileno 0,8

neo-mentol 13,4 epoxido de humuleno Il 11

A presenca de pulegona (Figura 9) confere ao Oleo essencial citotoxicidade,
atribuida a rutura da parede bacteriana no momento em que o 6leo essencial atravessa a
parede celular e a membrana citoplasmatica, danificando as camadas de fosfolipidos,
acidos gordos e polissacaridos (Cherrat et al., 2014; Teixeira et al., 2012). A
citotoxicidade foi comprovada nos testes efetuados por Cherrat et al., (2014) e por Ait-
Ouazzou et al., (2012) nos quais referem que o 6leo essencial apresenta atividade
antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, Bacillus cereus
e Escherichia coli, possivelmente devido a presenca de pulegona, a qual é o principal
composto antimicrobiano presente no 6leo essencial. Devido a sua citotoxicidade, 0 uso

interno deste 6leo essencial ndo é aconselhado (Cunha et al., 2009; Kumar et al., 2011).

De acordo com o comité do Cosmetic Ingredient Review (CIR) a quantidade de
pulegona permitida no 6leo essencial de horteld-pimenta para uso cosmético deve ser
igual ou menor a 1% uma vez que este composto foi considerado toxico. Para além

disso a concentracdo deste Oleo essencial deve ser igual ou inferior a 0,2% em
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formulacGes leave-on (Boyer et al., 2017). Quando cumprido este requisito considera-se
que é seguro utilizar o 6leo essencial desta planta em produtos cosméticos. Em relacéo

ao Oleo essencial de Mentha pulegium ndo foi encontrada na literatura qualquer
T
T/H\]
"“H],/

Figura 9 - Estrutura quimica da pulegona (Fonte: National Center for Biotechnology
Information., 2005d).

informacao.

O

O género Thymus inclui mais de 300 espécies, incluindo hibridos, variedades e
ecdtipos (Salgueiro, 2007). O Thymus zygis é endémico da Peninsula Ibérica, tendo sido
ja descobertos no minimo oito quimidtipos nesta regido. As variacbes sazonais € 0S
distintos estagios fenoldgicos contribuem também para a variabilidade quimica do 6leo
essencial do Thymus zygis (Ruiz et al., 2016). Em Portugal, o Thymus zygis apresenta
duas subespécies, sylvestris e zygis, diferentes na sua composicdo bioguimica, pelo que
deve haver sempre um controlo da planta em relagdo a composicdo do seu Oleo
essencial (Cunha et al., 2009).

O oleo essencial de Thymus zygis Loefl ex L. é uma referéncia de qualidade no
mercado dos 6leos essenciais. De acordo com a Farmacopeia Europeia (2002), a droga é
constituida pelas partes aéreas floridas dessecadas de Thymus vulgaris e/ou Thymus
zygis e deve conter um minimo de 1,2% (v/m) de 6leo essencial e 0,5% (v/m) de fendis
volateis, expressos em timol. O 6leo essencial do Thymus zygis apresenta atividades
antimicrobianas, antivirais, anti-enzimaticas, antioxidantes e antifungicas (Salgueiro,
2007).

O Thymus zygis L. subsp. zygis (Figura 10) apresenta 0 nome vulgar de serpao-do-

monte ou tomilhinha e pertence a familia das Lamiaceas, sendo espontaneo em Portugal
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Continental e frequentemente encontrado em Tras-os-Montes, no Centro-Este e no
Sudoeste (Cunha et al., 2009; Dandlen et al., 2011).

Figura 10 — Thymus zygis subsp. zygis (serpdo-do-monte) da zona de Rebord&os, Braganca.

O Thymus zygis subsp. zygis (serpao-do-monte) € um subarbusto (caméfito) de 10 a
30 cm de porte, com caules puberentos, eretos ou ascendentes; folhas de 4,5-9 mm x
0,6-1 mm, lineares, subagudas, sésseis, tomentosas, de margens revolutas e
esparsamente ciliadas na base. Apresenta inflorescéncias formadas por verticilastros até
10 cm, espiciformes ou capituliformes, de bracteas semelhantes as folhas e excedendo
os verticilastros; célice com 3 a 4 mm, tomentoloso, verde-acinzentado, de dentes
superiores tdo compridos como largos, geralmente ndo ciliados e corola < 4 mm

esbranquicada; anteras brancas (Morales, 2014).

De acordo com um estudo realizado por Dandlen et al., (2011), os quatros principais
compostos presentes no 6leo essencial do Thymus zygis subsp. zygis (serpao-do-monte),
recolhido em Reborddos, Braganca, Portugal, sdo o carvacrol (43,6%), o p-cimeno
(24,1%) e o y-terpineno (15,8%) (Tabela V).
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Tabela IV - Principais compostos do 6leo essencial obtido a partir das partes aéreas de
Thymus zygis subsp. zygis (serpdo-do-monte) (Adaptado de: Dandlen et al., 2011).

Compostos Eg;iin\};%;g Compostos Eggiin\}aa%?/g;
tricicleno % a-cadinol %
a-tujeno 1,6 oxido de B-cariofileno 0,3
a-pineno 0,8 d-cadieno Y
canfeno 1,0 germacreno D %
3-octanol 1,0 trans-p-ocimen 1,1
B-micerno 1,0 carvacrol 43,6

a-terpineno 1,4 timol 0,3
p-cimeno 24,1 acetato de bornilo Y

B-felandreno v a-terpineol 0,1

1,8-cineole 0,2 terpinen-4-ol 0,6
limoneno 1,1 borneol 1,2

y-terpineno 15,8 canfora \%

traﬁf&fg‘gggno 0,6 linalol 3,2
oxido de cis-linalol % cis-sabineno hidratado %
oxido de trans-linalol Vv terpinoleno 0,1

V- vestigios (% <0,05).

A Calendula officinalis L. (Figura 11) pertence a familia Asteraceae (compostas),
apresentando o nome vulgar de maravilhas ou de caléndula. Esta é uma planta herbacea
anual, nativa da Europa Meridional, sendo mais frequentemente encontrada na regido do

mediterraneo (Fonseca et al., 2010).

Desde o século XIII gque a caléndula é utilizada na Europa para tratar feridas sendo
atualmente utilizada mundialmente. Tanto na cultura Indiana e Arabica como na Grécia
e Roma antigas, a Calendula officinalis era utilizada como pigmento em alimentos,
tecidos e cosméticos. As suas pétalas podem ser utilizadas para tingir algodéo, &, linho
e seda, uma vez que o extrato de caléndula apresenta na sua composi¢do licopeno e
luteina, os quais sdo responsaveis pela coloragdo da flor que varia entre o laranja e o

amarelo, fazendo do extrato desta planta um corante natural (Efstratiou et al., 2012).
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Figura 11 - Calendula officinalis florida (Fonte: WaitroseGarden, 2017).

A Calendula officinalis € uma planta herbacea anual, cuja altura varia entre 30 a 60
cm, apresenta raizes fasciculadas, ligeiramente amareladas e cilindricas; o caule é
anguloso, curto e sélido, ereto ou prostrado, pubescente; as folhas sdo ligeiramente
denteadas, alternas, lanceoladas, com pelos glandulares em ambas as faces; as folhas
inferiores sdo espatuladas obtusas ou agudas no apice, com 10-20 cm de comprimento e
1-4 cm de largura. As folhas superiores sdo oblongas a lanceoladas e mucronadas no
apice, com 4-7 cm de comprimento; as bracteas sdo involucrais com 7-15 cm de
comprimento, revestidas de longos pelos glandulares; inflorescéncias em capitulos no
apice dos caules, de 3-7 cm de diametro, com flores de cores heterogéneas, podendo
variar do amarelo ao alaranjado. As flores centrais sdo tubuladas e estéreis, ja as
periféricas sdo liguladas e férteis; apresentam frutos secos tipo aquénio, estreitamente

oblongos e curvos (Riley, 2012).

Existem diversos estudos recentemente publicados acerca das propriedades
biologicas da Calendula officinalis L. tendo sido identificadas diversas classes de
compostos fitoquimicos incluindo Oleos volateis (D’Ambrosio et al., 2015),
carotendides (Pintea et al., 2003), triterpendides (Nicolaus et al., 2016), flavondides
(Fernandes et al., 2013) e saponinas (Riley, 2012).

Devido aos diversos compostos presentes nos extratos de caléndula, estes
apresentam diversas propriedades que sdo uteis tanto na inddstria cosmética como na

medicina. Entre as propriedades identificadas sé@o de destacar a atividade antioxidante
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(Ahmad et al., 2012), anti-inflamatoria e antibacteriana (Parente et al., 2011), fungicida
(Efstratiou et al., 2012) e regenerante (Tanideh et al., 2013).

De acordo com um estudo publicado por Chandran & Kuttan, (2008) o extrato das
flores de Calendula officinalis melhorou significativamente as queimaduras induzidas
termicamente em ratos quando comparadas com os animais de controlo ndo tratados.
Devido as propriedades mencionadas foi elaborado neste estudo um macerado desta

espécie, o qual foi utilizado no desenvolvimento de uma formulacdo regenerante.

A composicdo em carotendides é a principal responsavel pela cor das flores que
podem ser amarelas, ricas em xantofilas, ou cor-de-laranja, contendo maior quantidades
de hidrocarbonetos. Os carotendides presentes na caléndula, os quais pertencem a grupo
de compostos exdgenos bioativos ndo enzimaticos, sdo considerados pro-vitaminas, pois

estes sdo convertidos em vitamina A (Efstratiou et al., 2012).

De acordo com um estudo realizado em 2012 por Efstratiou et al., os extratos
metandlicos e etandlicos das pétalas de Calendula officinalis apresentam atividade
antimicrobioldgica contra diversas espécies de bactérias e fungos (Tabela V). Ambos
0s extratos apresentam uma atividade antifingica comparavel a de um antibidtico
standard, o Fluconazole, nomeadamente contra algumas espécies de Candida e de
Aspergillus apresentando ainda atividade contra a Exophiala dermatitidis.
Relativamente a atividade microbiana dos mesmos extratos, ambos possuem efeitos
antimicrobianos contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. De uma forma
geral, o extrato de metanol inibe mais o crescimento bacteriano quando comparado com
0 extrato etandlico. Contudo, contra as bactérias Staphylococcus aureus e Enterococcus
faecalis o extrato etandlico apresentou uma melhor atividade antibacteriana do que o

extrato metandlico.
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Tabela V - Atividade antibacteriana de extratos das pétalas de Calendula officinalis
(Adaptado de: Efstratiou et al., 2012).

Dimenséo da zona de inibi¢do/ (mm)

Bactérias Extrato Extrato . .

. . Ciprofloxacina

metanolico etanolico

Bacillus subtilis NCTC 10400 22 £1 18+£2 47 3
Bacillus. subtilis [JEM7] 14 +£1 10+1 39+3
Pseudomonas aeruginosa NCTC 27853 19+2 13+1 42+2
Pseudomonas aeruginosa [JEM16] 12+1 10+1 40+£2
Bacillus cereus NCTC 7464 14 £1 16£2 38+3
Bacillus cereus [JEMS] 15+£2 10 £1 36+3
Escherichia coli (UUC collection) 10+1 911 44+1
Escherichia coli (Ampicillin resistant) 13+1 10+1 44+1
Escherichia coli [JEM1] 21+2 14+1 36+ 2
Escherichia coli [JEMA4] 14+2 14+1 35+2
Escherichia coli [JEM17] 22+1 18 +1 35+3
Staphylococcus aureus MSSA 25923 18+2 28+ 2 42+1
Staphylococcus aureus [JEM18] 22+ 2 19+2 302
Klebsiella aerogenes NCTC 9528 19+1 131 39+2
Klebsiella aerogenes [JEM2] 14+1 12+1 40+3
Enterococcus faecalis NCTC 775 14+1 18+2 42+3
Enterococcus faecalis [JEM10] 13+1 15+1 36+2
Bacillus pumilis [JEM15] 14+1 13+1 41+1
Klebsiella pneumoniae [JEM19] 161 14+1 45+ 3

De acordo com a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) as flores secas de
caléndula devem ser utilizadas inteiras ou cortadas, totalmente abertas e retiradas do
receptaculo. Existem diversos tipos de preparacfes que podem ser realizados
nomeadamente: extratos liquidos utilizando como solvente etanol (40-50% v/v) na
proporcdo 1:1 ou 1:1.8-2.2 ou um 6leo vegetal na propor¢do 1:10, e pomadas utilizando
como solvente vaselina ou um 6éleo vegetal na propor¢do 1:5 ou 1:25 (Committee on
herbal medicinal products (HMPC), 2008).

E recomendada a utilizacio de produtos derivados desta planta no tratamento de
sintomas de inflamac0es leves da pele, para curar pequenas feridas e no tratamento de
pequenas inflamagdes na boca ou garganta, no entanto € de notar que ndo deve ser

utilizada por pessoas que apresentem hipersensibilidade a plantas da familia das
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Asterceas, gravidas ou criancas com menos de 12 anos (Committee on herbal
medicinal products (HMPC), 2008).

1.1.3 Estabilidade dos produtos cosméticos

Os testes de estabilidade aos cosméticos tém como fungdo garantir que um produto
cosmético possui as mesmas caracteristicas quimicas, fisicas e microbioldgicas que
apresentava quando elaborado, considerando que este se encontra adequadamente
acondicionado (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2004). A elaboracdo dos

estudos da estabilidade de produtos cosméticos contribui para:

e Orientar 0 desenvolvimento da formulacdo e a escolha do material de
acondicionamento adequado;

e Estimar o prazo de validade e fornecer informacGes para a sua confirmacéo
(Figura 12);

e Auxiliar na monitorizacdo da estabilidade organolética, fisico-quimica e
microbioldgica, produzindo informacdes sobre a confiabilidade e seguranca dos

produtos (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2004).

Figura 12 - Modo de indicag8o do prazo de validade (Fonte: Rodrigues, 2015).

Os testes de estabilidade devem ser elaborados sobre condi¢Ges que permitam
fornecer as informacdes desejadas no menor tempo possivel. Para tal, as amostras
devem ser armazenadas sob condi¢cGes que acelerem a ocorréncia de possiveis

mudancas que ocorram no prazo de validade. No entanto, é necessario ter atencdo para
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que essas condi¢des ndo sejam tdo extremas que provoquem alteracbes que ndo sejam

possiveis de ocorrer apds o produto ter sido introduzido no mercado (Isaac et al., 2008).

A estabilidade de um produto cosmetico € influenciada por diversos fatores externos
aos quais o produto se encontra exposto (tempo, temperatura, luz, ar, humidade,
microrganismos, acondicionamento e vibracdo) e/ou por fatores internos, ou seja,
relacionados com a formulagdo, principalmente a interacdo quimica e/ou fisica dos
ingredientes entre si ou com o material de acondicionamento primario (alteracdo do pH,
reacOes de oxidacao-reducdo, reacdes de hidrélise) (Isaac et al., 2008). As amostras sao
avaliadas em relagcdo a uma amostra de referéncia e geralmente séo definidos os limites

de aceitacdo para cada um dos pardmetros avaliados (Isaac et al., 2008).

Nas formulacbes elaboradas por Aswal et al., (2013) foi analisado o pH, a
viscosidade, a homogeneidade e a aparéncia das emulsBes preparadas, assim como a
testes de estabilidade acelerada, nos quais as amostras sdo colocadas a diferentes
condigBes de temperatura e humidade relativa. Prestes & Rigon, (2009) procederam
adicionalmente a testes de centrifugacdo e analisaram as caracteristicas organoléticas
das emulsdes desenvolvidas (brilho, cor e odor). Devem ainda ser realizados ensaios
para a avaliagdo de possivel crescimento microbiano tal como elaborado por Mishra et
al., (2014) para além de outros parametros conforme o objetivo e o tipo de formulacao.
A interpretacdo dos dados obtidos depende dos critérios previamente estabelecidos pelo

formulador.

Para avaliar a estabilidade das diversas formulacGes desenvolvidas procedeu-se a
realizacéo de diversos testes, nomeadamente a determinagéo do pH no dia em que foram
elaboradas as formulagcfes e apds quatro dias, testes de vibra¢do, com recurso a um
vortex, e a colocagdo das amostras durante quinze dias numa estufa a 40°C e com 75%
de humidade relativa (H.R.). Adicionalmente foi determinada a viscosidade e a
densidade de cada uma das formulagdes.
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1.1.4 Toxicidade dos produtos cosméticos

Para além da determinacdo da estabilidade dos produtos cosmeéticos, é de extrema
importancia a avaliacdo da seguranca dos mesmos. Na Europa, a avaliacdo da seguranca
de um produto cosmético é feita através do controlo individual dos seus ingredientes,
nomeadamente no que se refere a sua estrutura quimica, perfil de toxicidade e padrdes
de exposicdo (Vinardell, 2015). Deve-se ter em especial consideragdo os produtos
cosmeticos utilizados em grupos de risco, como criangas, gravidas, pessoas idosas, entre
outros, assim como a sua utilizacdo a longo prazo, uma vez que determinados produtos

podem ser utilizados mais frequentemente durante uma grande parte da vida humana.

A possivel interacdo entre os ingredientes também deve ser avaliada com base em
experiéncias realizadas anteriormente, podendo ser avaliada através da realizacdo de
testes in-vitro ou testes de compatibilidade com a pele. A toxicidade sistémica resultante
de absorcéo percutanea, por acidente ou por ingestao oral ja prevista (como em produtos
de higiene oral ou batons) deve também ser considerada (COLIPA - The European

Cosmetics Association, 2004).

Tradicionalmente, os estudos de toxicidade eram elaborados através do estudo do
perfil de toxicidade em animais das substancias em estudo, com recurso a mesma rota
de exposicdo que a utilizada em humanos (topica, oral ou por inalagdo) (Vinardell,
2015). No entanto, desde 2013, na Europa passou a ser obrigatoria a avaliacdo de
ingredientes cosméticos com recurso a métodos alternativos que ndo utilizem animais.
Como tal, estdo a ser desenvolvidos métodos tais como a cultura de células, de tecidos e
de o6rgdos, modelos matematicos, utilizacdo de bactérias e organismos unicelulares,

entre outros.

A partir dos resultados dos testes de toxicidade, ndo € possivel determinar
absolutamente o risco que uma determinada amostra apresenta para a populagéo
humana, pois é muito dificil extrapolar para os seres humanos os resultados de
toxicidade obtidos para os organismos utilizados nos testes laboratoriais ou até mesmo

correlacionar os resultados de toxicidade entre organismos de diferentes espécies.
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Contudo, os resultados destas andlises providenciam informacdo relevante para se

proceder ou ndo a outro tipo de testes.

Ao se elaborar a avaliacdo da seguranca dos ingredientes ndo devem ser
considerados apenas os resultados toxicoldgicos, mas também se deve ter em conta 0s

seguintes parametros:

e Tipo de produto no qual o ingrediente vai ser incorporado

e Método de aplicacdo

e Concentragdo do ingrediente no produto

e Quantidade de produto utilizado em cada aplicacéo

e Frequéncia de aplicacdo

e Local de aplicacdo do produto

e Duracdo do contacto (produto leave-in versus produto exaguavel)

e Tipo de consumidor

Existem dois tipos de testes de toxicidade: os testes de toxicidade aguda e 0s testes
de toxicidade cronica. Nos primeiros sdo avaliados os efeitos baseando-se na exposicao
com concentracdes relativamente elevadas (mg/L) da substancia a analisar, no maximo
por 96 horas. Neste caso, a toxicidade pode ser expressa de dois modos: concentracao
letal que pode causar a morte de 50% dos animais no grupo de teste (LCso, mais
utilizada na determinacdo da toxicidade por inalagdo) ou pela dose letal que mata 50%
da populagdo num dado periodo de tempo (LDso, mais utilizada na determinagdo da
toxicidade por ingestdo). Os testes de toxicidade cronica investigam a exposi¢édo a longo
prazo, desde apenas algumas semanas até o ciclo de vida inteiro da espécie em teste,
sendo utilizadas concentracdes relativamente baixas (ug/L). A toxicidade pode ser
expressa como concentracdo sem efeito observado (NOEC) ou como a concentragdo
mais baixa na qual foi observado o efeito (LOEC). Estes dados sdo obtidos através da

andlise da taxa de sobrevivéncia, crescimento e reproducdo (Libralato et al., 2016).

Devido a tendéncia de limitar a utilizacdo de animais em testes laboratoriais e

considerando que a Artémia € um crustaceo de dgua salgada cujas larvas séo sensiveis a
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diversas substancias, os bioensaios com Artemia salina L. podem ser (teis para prever,

num teste simples e rapido, a toxicidade aguda de diversos compostos sendo um guia

para os testes posteriormente realizados (Logarto Parra et al., 2001).

As principais vantagens da utilizacdo de crustaceos de agua salgada nos testes de
toxicidade sdo (Libralato et al., 2016):

Rapidez;

Relacéo custo-efeito;

A disponibilidade de nauplios eclodidos a partir de ovos comerciais, ou seja, a
homogeneidade da populacdo e a disponibilidade durante todo o ano sem ser
necessario fazer culturas;

Elevada adaptabilidade a diversas condicdes;

Fécil manipulacdo e manutengdo em condi¢des laboratoriais;

Pequeno tamanho o que permite a utilizacdo de placas de Petri;

Existéncia de bom conhecimento acerca da sua biologia e ecologia.

No entanto, a producdo de ovos pode refletir a ocorréncia de variagbes genéticas

causadas pela origem geogréafica dos crustaceos, a qual raramente é conhecida apesar de

serem utilizados ovos certificados nos testes de toxicidade. Esta pode ter consequéncias

no crescimento, sobrevivéncia e reproducdo das espécies de Artemia salina,

especialmente a salinidade e a temperatura (Libralato et al., 2016).

A segunda variavel a ter em conta € iniciar os testes de toxicidade com nauplios

(Figura 13) pertencentes a mesma classe de idade, uma vez que algumas fases sdo mais

sensiveis que outras.

Desenvolvimento de formulagBes cosméticas utilizando produtos apicolas e volateis de cogumelos silvestres:
determinacdo da estabilidade e toxicidade

29



.,‘g‘%‘ ‘."';

VNIiVERSiDAD
P SALAMANCA

CAMPUS DE EXCELENCIA INTERNACIONAL

M l
Q INSTITUTO POLITECNICO
DE BRAGANGA

Revisdo bibliografica

"’Q'VT

5 Metanauplio
Ovos Eclusdo

Adulto
Nauplio pré-adulto

Figura 13 - As diferentes fases de crescimento da Artemia salina (Fonte: Neli Martin,
2017).

Durante este estudo foram realizados testes de toxicidade aguda tanto aos Gleos

essenciais obtidos como ao extrato de Clytocibe odora, tendo sido determinado o valor
de LCso.
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2 Objetivos

Este estudo teve como principal objetivo a comparacéo da estabilidade, toxicidade,
dos parametros fisico-quimicos e da capacidade de inibicdo do crescimento microbiano
de duas formulagBes cosméticas distintas, as quais foram incorporados dois produtos
apicolas distintos (mel de Lavandula ssp. e extrato hidroalcodlico de propolis) e 6leos
essenciais de duas plantas medicinais e arométicas (Thymus zygis L. subsp. zygis e
Mentha pulegium L.). Foi também analisada a composi¢do volatil de uma cultura in
vitro de Clytocibe odora e, de acordo com a informacéo relativa a bioatividade dos seus
compostos maioritarios e da toxicidade da mesma, foi avaliada a sua potencial

incorporacdo em formulagfes cosméticas futuramente.
Para atingir os objetivos pretendidos foram realizados os seguintes procedimentos:

e Recolha, identificacdo e desenvolvimento de uma cultura in vitro em meio
solido de Clytocibe odora, utilizando dois meios de cultura com composicao
diferente (meio Potato dextrose agar e meio solido Melin-Norkans incompleto);

e Extracdo de volateis dos micélios obtidos nas diferentes culturas utilizando uma
destilacdo-extracdo de Likens-Nickerson (LN);

o Identificacdo dos compostos volateis nas amostras de cultura in vitro;

e Desenvolvimento de duas formulagGes cosméticas de aplicacdo tépica com dois
produtos apicolas (mel e extrato hidroalcodlico de prépolis) e dois 6leos
essenciais de plantas aromaticas e medicinais (Thymus zygis L. subsp. zygis e
Mentha pulegium L.);

e Andlises de estabilidade das formulaces e testes fisico-quimicos relevantes;

e Realizacdo de ensaios com Artemia Salina para determinar o valor de LCso dos
oOleos essenciais utilizados e dos volateis obtidos a partir do micélio de Clytocibe
odora assim como para determinar a toxicidade dos mesmos na concentracéo

utlizada nas formulacGes desenvolvidas.
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e Determinagéo do potencial irritativo ocular através do teste HET-CAM (Hen's
Egg Test-Chorioallantoic Membrane) das formulagdes desenvolvidas.
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3 Materiais e métodos

3.1 Recolha dos corpos frutiferos de Clitocybe odora (Bull.) e
desenvolvimento da cultura do micélio in vitro

Os corpos frutiferos do fungo Clitocybe odora (Bull.) (Figura 14) foram recolhidos
em dois habitats distintos: no pinhal e no carvalhal, na zona de Braganga, Portugal. A
identificacdo taxonomica foi realizada de acordo com Moser (1983), tendo sido

posteriormente congelados a -20 °C.

Figura 14 — Exemplo de um corpo frutifero recolhido.

Os fungos anteriormente recolhidos foram esterilizados superficialmente com uma
solucdo de alcool a 70% e cortados ao meio recorrendo a um bisturi estéril, numa
camara de fluxo laminar em condic¢des de assepsia, tendo sido retirado o micélio que se
encontrava no interior do chapéu e pé dos mesmos. O micélio foi incorporado em placas
de Petri (duas para cada meio) com dois tipos de meios de cultura diferentes: meio
solido Melin-Norkans incompleto (MMN incompleto; Anexo 7.1) e meio Potato
Dextrose Agar (Biolab) (PDA; Anexo 7.2). As placas foram fechadas com parafilme e

armazenadas a 20-25 °C, no escuro.

Com a incubagdo, o crescimento das hifas resultou na produgdo de micélio

indiferenciado na superficie e no interior da cultura.
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3.2 Determinacéo da curva de crescimento do micélio

Na determinacdo da curva de crescimento as placas de Petri anteriormente
mencionadas, foram devidamente marcadas e divididas em quatro partes (R1, R2, R3 e

R4) para efetuar as medicGes do crescimento do micélio (Figura 15).

As medicbes do raio de crescimento foram efetuadas de 8 em 8 dias, em trés
réplicas, durante 81 dias, tendo sido feita uma média dos valores obtidos e uma
representacdo dos mesmos em funcdo do tempo, obtendo-se assim a curva de

crescimento.

‘____,__Placa de petri

Inéculo

‘ w Tempo zero (10)

Figura 15 - Esquema representativo do procedimento utilizado para a determinagdo das curvas de
crescimento do micélio de Clitocybe odora (Adaptado de: Pinto, 2012).

3.3 Preparacéo do micélio

Apols a identificagdo da fase estacionaria recolheu-se uma pequena porcdo de
micélio das placas de Petri anteriormente preparadas, com recurso a um bisturi estéril. A
porcao do micélio foi transferida para novas placas de Petri com os meios anteriormente
mencionados, nas quais foi incorporada uma folha de celofane na superficie do meio, a
folha de celofane foi previamente lavada no micro-ondas duas vezes com agua potavel

até esta entrar em ebuligdo e posteriormente autoclavada duas vezes em agua destilada.
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Este passo teve como objetivo a promogdo do crescimento do micélio na parte
superior da folha de celofane, de modo a separar o micélio do meio de crescimento para

posterior extracéo.

3.4 Extracdo de volateis

Os compostos volateis presentes no micélio de Clytocibe odora, localizados na
superficie da folha de celofane, foram extraidos num destilador Likens-Nickerson (LN),
durante trés horas, tendo-se utilizado como solvente pentano p.a (Carlo Erba reagents)

previamente destilado (Figura 16).

Figura 16 - Destilacdo-extracdo Likens-Nickerson de Thymus zygis L. subsp.. zygis.

A temperatura da extracdo do pentano foi ajustada a sua temperatura de ebulicdo (36
°C) e o condensador (Heto HMT 200) ajustado a temperatura constante de 5 °C. Apds a
extracdo dos volateis, foi recolhido o pentano destilado com os compostos dissolvidos
no mesmo, seguidamente o extrato obtido foi concentrado utilizando um evaporador
rotativo (Rotavapor R 110, Sotel) e a amostra foi recolhida num vial com rolha de
teflon, colocada a -20 °C e posteriormente analisada. O mesmo procedimento foi
utilizado para a obtencdo dos volateis das inflorescéncias de Mentha pulegium L.,
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recolhido na Quinta do Pouldo e das partes aéreas de Thymus zygis L. subsp. zygis,
recolhido em RebordGes (aldeia dos arredores de Braganca). A analise de todas as
amostras obtidas foi efetuada por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massa (CG/MS) e por Cromatografia Gasosa (GC) (Pinto, 2012).

3.5 Analise dos volateis

A andlise dos volateis foi elaborada com recurso a Cromatografia Gasosa (GC) e a
Cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC/MS) tendo sido identificados os

compostos presentes em cada amostra e a percentagem correspondente.

3.5.1 Cromatografia Gasosa

As amostras dos volateis obtidos a partir da destilacdo-extracdo LN foram
analisadas por GC, num cromatégrafo de gas Perkin Elmer 8700, equipado com dois
detetores de ionizacdo de chama (DIC), um sistema de tratamento de dados (software
TurboChromTM Workstation da Perkin Elmer) e uma coluna de silica fundida: DB-1,
de fase imobilizada de metilsilicone (30m x 0,25mm d.i., espessura de filme 0,25um). A
temperatura do forno seguiu a seguinte ordem: 45-175 °C a 3 °C por minuto, subindo
depois até aos 300 °C a uma velocidade de 15°C por minuto, temperatura mantida
isotérmica durante 10 minutos; a temperatura do injetor e do detector foi de 290 °C e
300 °C, respetivamente; foi usado hidrogénio como gas de arrastamento com uma
velocidade de 30cm/s; foram utilizados volumes de injecdo de amostra de 0,2uL, com

uma reparticdo de fluxo de 1:50.

A composic¢do percentual dos compostos constituintes do 6leo essencial foi definida
pelo método da normalizacdo, através da integracdo das areas dos picos, sem a
utilizacdo de fatores de correcdo. Os valores apresentados equivalem ao valor médio de

duas injegdes.
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3.5.2 Cromatografia gasosa-espectrometria de massa

Para uma analise qualitativa, recorreu-se a Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massa (CG/MS). Utilizou-se um cromatdgrafo Perkin Elmer Clarus
600, equipado com uma coluna de silica fundida DB-1 (30m x 0,25mm d.i., espessura
de filme 0,25um) ligado a um espectrometro de massa Perkin Elmer Turbomass Clarus
600T. A temperatura do forno é igual a referida anteriormente, a do injetor foi
programada para 300 °C, a linha de transferéncia para os 280 °C e a camara de ionizacao
para 0s 220 °C. A velocidade linear do gas de arrastamento, hélio, foi de 30 cm/s. As
amostras foram injetadas com uma reparticdo de fluxo de 1:40, utilizando uma energia
de ionizacdo de 70eV, uma corrente de ionizacdo de 60l A e uma gama de massas 40-

300u. Foram injetados volumes de 0,1juL e o tempo de varrimento foi de 1s.

A identidade dos compostos foi determinada por comparacdo dos respetivos indices
de retengdo, relativos a série n-alcanos C7-Ci7 na coluna DB-1, e espectros de massa
com os de padrdes comerciais e de compostos de referéncia presentes em dleos
existentes no laboratorio e ainda com uma biblioteca de espectros de massa
desenvolvida nos laboratorios do Centro de Estudos do Ambiente e do Mar Lisboa,

Faculdade de Ciéncias, Universidade de Lishoa.

3.6 Extracao de 6leos essenciais

Recolheram-se as inflorescéncias de Mentha pulegium L. (poejo) na Quinta do
Pouldo e as partes aéreas de Thymus zygis L. subsp. zygis em Reborddos. O material
recolhido foi utilizado para extrair o 0leo essencial de cada espécie com recurso a um
Clevenger. Para tal pesou-se 70-80 g de cada amostra que foi colocada num Erlenmeyer
com 800 g de agua ultrapura, o material foi deixado 3 horas a destilar apds a agua se
encontrar em ebulicdo (Figura 17). Seguidamente recolheu-se, determinou-se o

rendimento, identificou-se e armazenou-se o 0leo essencial a -20 °C.
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Figura 17 - Destilacdo com recurso a um Clevenger de Thymus zygis L. subsp.. zygis.

3.7 Maceracao de Calendula officinalis L.

As flores de Calendula officinallis L. foram recolhidas na cidade de Bragancga (zona
“Além do Rio”), tendo sido secas durante 7 dias a 30 °C numa estufa. Posteriormente,
estas foram maceradas com 0leo de améndoas doces (Cmd Chemicals), na proporcéo
1:3,1 (9/g), durante 2 horas, em banho-maria. O macerado obtido foi filtrado e guardado

num frasco de vidro &mbar, & temperatura ambiente, até ser incorporado na formulag&o.

3.8 Elaboracéo do extrato hidroalcodlico de propolis

O extrato de propolis foi obtido utilizando um banho de ultrassons (2510 Branson).
Foram colocados 10 g de amostra num Erlenmayer com 100 mL de etanol a 70%, tendo
estado num banho de ultrassons a 26 °C durante 30 minutos. Posteriormente a amostra

foi filtrada e guardada num frasco escuro (Figura 18) a -20 °C (Trusheva et al., 2007).
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Figura 18 - Extrato hidroalcodlico de propolis.

3.9 Analise do extrato de prépolis

Para a andlise do extrato de prépolis foi feita a quantificacdo dos compostos
fenolicos tendo sido utilizados métodos espectroscépicos. Adicionalmente foi
determinado o contetido balsdmico do mesmo. Todas as analises foram realizadas em

triplicado.

3.9.1 Conteudo balsamico

Foram evaporados até a secura, em vacuo, 2 mL do extrato de propolis obtido,
calculando-se a percentagem de contetdo balsdmico nos extratos como a razéo entre a

massa de extrato seco e a massa de propolis utilizada na extracdo do mesmo.

3.9.2 Fendis totais

Uma aliquota do extrato etandlico (0,2 mL) foi adicionada a 0,4 mL de reagente de

Folin-Ciocalteu. Posteriormente adicionou-se 0,6 mL de uma solucdo de carbonato de
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sodio (20%) e ajustou-se o volume final para 5 mL com &gua desionizada. A solugao
foi posteriormente guardada no escuro durante duas horas & temperatura ambiente.
Seguidamente foi medida a absorvancia da mesma a 760 nm num espectrofotometro.
Para o branco foi utilizado o mesmo procedimento, tendo-se substituido a aliquota da
solucdo de trabalho por etanol 70%. O padrdo utilizado foi o &cido galico num intervalo
de concentragdes entre 0,025 mg/mL e 0,3 mg/mL.

3.9.3 Flavonas e flavonois

O contetdo em flavonas e flavondis foi determinado com recurso a um
espectrofotometro. A uma aliquota (1 mL) de extrato etandlico de prépolis foi
adicionado 0,5 mL de uma solucdo de cloreto de aluminio (5% de cloreto de aluminio
em metanol). O volume de 25 mL foi ajustado com metanol. A solucdo foi guardada
durante 30 minutos a temperatura ambiente, no escuro. Seguidamente foi medida a
absorvancia da mesma a 415 nm num espectrofotometro. Para a medi¢do do branco
efetuou-se 0 mesmo procedimento tendo-se substituido a solucdo de trabalho por etanol
a 70%. Para a obtencdo da curva de calibracdo foram utilizadas solu¢des de quercetina,

no intervalo de concentragdes entre 0,005 a 0.25 mg/mL.

3.9.4 Flavanonas e di-hidroflavonois

A uma aliquota (1 mL) de extrato etandlico de prépolis adicionou-se 2 mL da
solucéo de 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNP) (1 g de DNP em 2 mL de &cido sulfurico
96%, perfazendo com metanol para um volume final de 100 mL). Esta solugéo foi
aquecida a 50 °C durante 50 minutos, num banho de agua com agitagdo). Apds 0
arrefecimento da solugdo, esta foi misturada com 7 mL de uma solucédo de hidroxido de
potassio (10% em metanol). De seguida retirou-se 0,5 mL da solugdo para um novo
tubo onde se adicionou 24,5 mL de metanol, para perfazer um volume final de 25 mL.
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A avaliagdo da intensidade do complexo formado foi medida a 486 nm no
espetrofotdmetro. A determinacdo do branco foi preparada segundo 0S mesmos
procedimentos, tendo-se utilizado etanol 70% em substituicdo da solucédo de trabalho. O
padrdo utilizado para a obtencéo da curva de calibracao foi a naringenina, preparando-se
com recurso ao protocolo acima descrito, tendo-se utilizado um intervalo de

concentracgdes entre 0,1 mg/mL e 2,50 mg/mL.

3.10 Desenvolvimento e otimizacdo de duas formulacdes cosméticas de
aplicacao topica

Foi elaborada uma emulsdo (Tabela VI) para aplicacdo nos pés (emulsdo 1) cuja
composicdo foi retirada do Formulario galénico portugués, o que garante a validacdo a
mesma. Os componentes oleosos, vaselina branca (CMD chemicals) e lanolina (BDH
PROLABO), foram fundidos em banho maria até a mistura oleosa atingir a temperatura
de 75 °C. A ureia (Merck) foi dissolvida em &gua destilada, sendo esta aquecida até 75
°C. Apdés o aquecimento, a parte aquosa foi adicionada a parte oleosa com agitacdo
continua, obtendo-se uma emulsdo agua/6leo. Posteriormente, o acido salicilico (Sigma)

foi incorporado, por espatulacéo.

Tabela VI - Composicdo de uma emulsdo para gretas nos pés (emulsdo 1).

Componentes % (m/m)

Ureia 10
Lanolina 10
Agua destilada 12
Vaselina branca 63
Acido salicilico 5
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Foi ainda elaborada uma outra emulsdo (emulsdo 2), tendo como base uma
adaptacdo da formulagdo descrita por Aswal et al., (2013), com propriedades
regenerantes destinada a ser utilizada em feridas (Tabela VI1). Para tal, a fase oleosa,
composta por macerado de Calendula officinalis L. em 6leo de améndoas doces (Cmd
Chemicals), alcool cetilico (FarmaQuimica Sur S. L.) e manteiga de Karité
(FarmaQuimica Sur S. L.), foi aquecida a 75 °C. O glicerol (laboratério Maialab) foi
dissolvido em agua, constituindo esta mistura a fase aquosa que foi aquecida em banho-
maria até 75 °C. Apds o aquecimento, a fase aquosa foi adicionada a fase oleosa com

agitacdo continua, até a emulsao arrefecer.

Tabela VII - Composigdo de uma emulsdo regenerante (emulséo 2).

Componentes % (Mm/m)
Manteiga de karité 63,4
Alcool cetilico 31

Macerado de flores de caléndula

em 6leo de améndoas doces 6.1
Glicerol 4.6
Agua destilada 22,8

Formulacdo adaptada de: (Aswal et al., 2013).

3.11 Incorporacdo de produtos apicolas e de o6leos essenciais nas
formulacgdes

Foi testado o efeito na estabilidade e na capacidade de conservacdo das emulsdes, de
dois produtos apicolas diferentes (extrato hidroalcodlico de propolis e dois méis de
rosmaninho (Lavandula sp.) provenientes de duas zonas de Portugal diferentes, a
amostra 114 é proveniente do Norte (Macedo de Cavaleiros - Podence), enquanto que a
amostra 22 foi recolhida no Sul (Odemira - S&o Martinho Amoreiras), sendo
identificadas neste estudo por MAC e OD respetivamente e de 6leos essenciais de duas
espécies diferentes (Thymus zygis L. subsp. zygis e Mentha pulegium L.) obtidos por

extragcdo com Clevenger, pelo procedimento anteriormente mencionado.
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Para tal elaboraram-se varias preparacGes as quais foi adicionado um dos 6leos
essenciais anteriormente extraidos e um produto apicola. Foi ainda elaborado, para cada
tipo de emulséo, uma preparacdo sem a incorporacao de nenhum produto apicola, sendo
esta considerada como referéncia e utilizada para comparar os diversos parametros
medidos (Tabelas V111 e IX).

A introducéo do 6leo essencial e dos produtos apicolas na emulséo 1 foi realizada no
passo de espatulacdo enquanto na emulsdo 2 foi elaborada apds o arrefecimento da
mesma, tendo sido utilizado o 6leo essencial na concentracdo de 1/1,7 % m/m (bleo
essencial/ preparacdo). Relativamente aos produtos apicolas utilizou-se mel de
Lavandula sp. na proporgdo de 1:50 (v/m) e de 1:20 (v/m) assim como 5% (m/v) de

extrato hidroalcoolico de propolis
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Tabela VIII - Tipos de compostos incorporados na emulsdo 1

Oleo essencial

Produto apicola

Thymus zygis subsp.
zygis

Mentha
pulegium

Mel MAC Mel OD

Extrato de prépolis

Emulsd

Concentracao

1:50 1:20 1:50 1:20

596 (v/m)

FC1

FC2

FC3

FC4

FC5

FC6

X [ X X |[X | X |[X

FC7

FC8

FC9

FC10

FC11

FC12

X X X |[X | X X

Desenvolvimento de formulagdes cosméticas utilizando produtos apicolas e volateis de cogumelos silvestres: determinacdo da estabilidade e toxicidade

49



e

e, VNIVERSIDAD
P SALAMANCA

(CAMPUS DE EXCELENCIA INTERNACIONAL

Materiais e métodos

Tabela IX - Tipos de compostos incorporados na emulsao 2

Oleo essencial

Produto apicola

Thymus zygis subsp.
zygis

Mentha
pulegium

Mel MAC Mel OD

Extrato de prépolis

Emulsd

Concentracao

1:50 1:20 1:50 1:20

596 (v/m)

F1

F2

F3

F4

F5

F6

X [ X X |[X | X |[X

F7

F8

F9

F10

F11

F12

X X X |[X | X X

Desenvolvimento de formulagdes cosméticas utilizando produtos apicolas e volateis de cogumelos silvestres: determinacdo da estabilidade e toxicidade

50



VNIiVERSiDAD
P SALAMANCA

Q Ims‘mmo POLITECNICO
DE BRAGANGA

Materiais e métodos

3.12 Testes fisico-quimicos

3.12.1 Medicéo do pH

Foi utilizada uma fita de medicdo do pH (daygraphica), colocada diretamente em
contacto com a preparacdo a testar, o pH foi determinado por comparagdo visual do

padréo de cores.

3.12.2 Viscosidade

Foi utilizado um viscosimetro rotativo Myr (Figura 19) com um splindle L4 tendo
sido analisados 5 gramas de amostra que se encontravam num banho de agua a

temperatura de 25 °C (Figura 20).

Figura 19 - Viscosimetro rotativo Figura 20 - Amostras em banho de dgua regulado a
Myr. temperatura de 25 °C.

A viscosidade foi registada utilizando quatro velocidades de rotagdo distintas na

seguinte sequéncia: 0,3 rpm, 0,4 rpm, 0,5 rpm, 0,6 rpm e 1 rpm. Ap6s 5 minutos foi
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novamente medida a viscosidade utilizando a sequéncia inversa das velocidades de

rotacdo mencionadas anteriormente.

3.12.3 Densidade relativa

A densidade relativa foi determinada, utilizando um picnémetro, através da seguinte
expresséao

mq

relativa m, —m3’

sendo my a massa da amostra, m; a massa do picnémetro com a amostra ao lado e ms

a massa do picnébmetro com a amostra no seu interior.

3.12.4 Teste com luz

As amostras (5 g) foram submetidas a condic¢des extremas de luminosidade, numa
embalagem de pléstico transparente, com recurso a uma lampada dayligth, encontrando-
se a lampada 16 horas ligada e 8 horas desligada, durante 15 dias, com o objetivo de
detetar sinais de instabilidade a exposicdo a luz. A ocorréncia de separacdo de fases ou a

alteracdo da coloracdo dos produtos é indicativa da instabilidade do produto.

3.12.5 Teste de vibracdo mecanica

Utilizaram-se 5 g de cada amostra que foram submetidos a vibragdo num agitador

vortex durante 10 segundos. Este procedimento tem como objetivo replicar as condigdes
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de transporte, indicando se os movimentos de vibragdo do mesmo podem modificar a

amostra.

3.13 Teste de estabilidade acelerado

No teste de estabilidade acelerado, as amostras (3 g) foram armazenadas a
temperatura de 40 °C + 2 °C a 75% + 5% de humidade relativa (H.R.) durante duas
semanas. Apds este periodo as caracteristicas organoléticas de cada emulsdo (cor,
aroma, separacao de fases e a ocorréncia de liquidificacdo) foram analisadas tendo sido
comparadas com as da emulsdo de referéncia (com o Gleo essencial, mas sem a

introdugdo de um produto apicola).

3.14 Atividade antimicrobiana das emulsdes

Testou-se o efeito da inibicdo dos produtos cosméticos elaborados no crescimento
de estipes bacterianas e em fungos, nomeadamente Staphylococcus aureos, Bacillus
subtilis, Pseudomonas sp, Escherichia Coli e Candida Albicans. Apos a elaboracao dos
respetivos meios de cultura (Anexos 7.4 e 7.5) estes foram autoclavados a 125 °C
durante 20 minutos e posteriormente colocados em placas de Petri estéreis (10 mL). Em
cada uma das placas foram colocados 0,1 mL do inoculo correspondente a cada
microrganismo e espalhado utilizando um espalhador. Seguidamente cada placa foi
dividida em quatro partes tendo-se colocado em cada quadrante uma porcdo da
formulacéo a testar, e no centro um circulo de papel com antibiético (Clorofenicol e
Fluconazol nas placas inoculadas com bactérias e com fungos respetivamente). Foram
adicionalmente selecionadas 2 placas de Petri por cada meio, uma apenas com 0

microrganismo inoculado e uma outra, sem inoculo, colocada ao ar durante 10 minutos.
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Por fim todas as placas de Petri nas quais foram inoculadas bactérias foram guardadas a
37° as placas que continham leveduras foram guardadas a 25°C. As placas foram
observadas 2, 4 e 6 dias ap6s a inoculacdo, tendo-se verificado se existia halo de
inibicdo em cada uma, o que permitiu observar se ocorria inibicdo do crescimento

microbiano por parte das formulagdes cosméticas elaboradas.

3.15 Teste de contaminacgdo microbiana

Testou-se a existéncia de contaminacdo microbiana em todas as formulagdes
elaboradas tanto de bactérias como de leveduras. Apds a elaboracdo dos respetivos
meios de cultura (Anexos 7.4 e 7.5), estes foram autoclavados a 125°C durante 20
minutos e posteriormente colocados em placas de Petri estéreis (0,1 mL). No centro de
cada placa de Petri foi colocado aproximadamente 0,2 g de cosmético. Por fim as placas
com meio de cultura bacteriano foram guardadas a 37°C ¢ as placas com meio de cultura

de leveduras foram guardadas a 25°C.

As placas de Petri foram observadas 2, 4 e 6 dias apds terem sido colocadas na
estufa, tendo-se observado se existiam colonias microbianas em desenvolvimento,
sendo este um sinal indicativo de que a formulagdo se encontrava contaminada com o

microrganismo correspondente ao meio de cultura elaborado.

3.16 Teste espectrofotométricos

As amostras FC1-FC12 foram diluidas em ciclohexano (Riedel de Haén,
AlliedSignal) numa proporgdo de 1/100 (m/v) e posteriormente submetidas a uma

andlise espectrofotométrica, tendo sido tragado o espectro, na regido do UV-Visivel,
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entre 210 e 600 nm. Cada espectro foi comparado com o espectro obtido para a amostra
de referéncia (sem a introducdo de qualquer produto apicola).

3.17 Estudo de toxicidade dos extratos

Foi determinado o valor da concentracdo letal média, LCso, dos dois 6leos essenciais
utilizados e dos extratos de Clytocibe odora obtidos. Para tal foi utilizado um crustaceo,
Artemia salina L., tendo sido utilizados 800 pL de suspensdo com Artemia salina em
250 mL de agua salgada artificial (solucdo de incubacdo) na qual esta foi incubada
durante 24 horas a temperatura de 24°C e com uma intensidade luminosa de 2730 cd
(center 337 mini lightmeter). A solucdo de incubacdo (Anexo 7.3) era constituida por
NaCl (continente), sulfato de magnésio (Merck), cloreto de sédio (Panreac quimica
Sau), cloreto de potassio (Panreac quimica Sau), cloreto de magnésio (Fluka) e

hidrogenocarbonato de sédio (Merck).

Ap6s 24 horas, foram colocados aproximadamente 10 crustaceos em cada poco
utilizando uma pipeta descartavel. Foram ainda adicionados diferentes volumes das
amostras a analisar, previamente dissolvidas em dimetilsulfoxido (DMSO) na
concentracdo de 250 mg/L, e posteriormente dissolvidas de modo a obter as
concentragdes desejadas (1,0, 0,4, 0,3, 0,2, e 0,1 mg/mL). Para completar o volume final
de 6 mL em cada um dos pocos foi utilizada a solucdo de incubagéo na concentracao de
99,6%. Os crustaceos de agua salgada presentes numa mistura de agua artificial e
DMSO serviram como controlo. Apo6s 24 horas, foi calculada a taxa de sobrevivéncia
(%) e determinada a concentracdo necesséria da substancia utilizada para matar 50%
dos organismos (LCsp).
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3.18 Potencial ocular irritativo das formulacoes

Foram obtidos ovos fertilizados de galinha, com peso entre 50 e 60 g, tendo sido
incubados durante 10 dias a 37,5°C e com 46% de H.R. Os ovos foram incubados na
posicdo horizontal tendo sido rodados 90° a cada 90 minutos. No dia 10 deu-se inicio a
experiéncia, os ovos foram iluminados para assegurar a fertilidade dos mesmos e
verificar a posi¢do da camara de ar. A casca foi removida com um bisturi e uma pinga e
a membrana interior foi cuidadosamente removida, para revelar a membrana corio-
alantoide. A ocorréncia de heperemia, hemorragia ou coagulacdo foi documentada
durante um periodo de 300 segundos, apos a aplicacdo das emulsées (0,3 g), e o efeito
foi comparado com o dos controlos: 0,9 % NaCl (negativo) e 1 % NaOH (positivo).

Os efeitos irritantes observados foram classificados por pontuacao de acordo com o
tempo no qual foram detetados: menos de 30 segundos (heperemia: 5; hemorragia: 7;
formacdo de coagulos: 9); entre 30 e 120 segundos (heperemia: 3; hemorragia: 5;
formacdo de coagulos: 7); entre 120 e 300 segundos (heperemia: 1; hemorragia: 3;
formacdo de coagulos: 5). Caso ndo fosse observado qualquer efeito ap6s 5 minutos, a

pontuacdo seria 0 (Mansur et al., 2016).

Cada formulacdo foi classificada de acordo com o valor médio da soma da
pontuacdo obtida: n&o irritante/pouco irritante, 1S=0-4,99; moderadamente irritante,
I1S=5-8,99; severamente irritante, 1IS=9-21 (Mansur et al., 2016).
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Na Figura 21 encontra-se esquematizado o trabalho experimental desenvolvido.

Mentha pulegium /Thymus
zyqgis subsp. zygis

Clytocibe odora
in vitro
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Figura 21 — Esquema da
metodologia desenvolvida

neste estudo.
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4 Resultados e Discussao

Durante o desenvolvimento deste estudo foi feita a comparacdo do crescimento do
fungo Clitocybe odora in vitro, nos meios PDA e MMN incompleto. Pelo que foi
possivel apurar, até ao presente momento ndo foi realizado qualquer estudo acerca do
crescimento in vitro do fungo Clitocybe odora. Posteriormente, e com o objetivo de
escolher um composto para futuramente ser incorporado numa formulagdo cosmeética,
procedeu-se a extracdo e analise dos volateis do micélio obtido do meio que apresentou

melhores resultados.

Com o objetivo de avaliar o efeito de dois produtos apicolas em formulacoes
cosmeticas, foi utilizado um extrato hidroalcodlico de propolis e dois meis de
Lavandula spp. em duas emulsdes cosméticas de aplicacdo tdpica tendo-se utilizado
ainda 6leo essencial de Mentha pulegium e de Thymus zygis subsp. zygis, 0s quais
tinham como objetivo a conservagdo das emulsfes. As emulsdes obtidas foram
avaliadas através de testes de estabilidade e fisico-quimicos. Foram também elaborados
testes microbioldgicos com o objetivo de tentar avaliar a capacidade antimicrobiana e
conservante dos 6leos essenciais utilizados nas formulagdes testadas. Adicionalmente
foi determinado o potencial ocular irritativo de cada uma das emulsdes através do teste
de Hen's Egg Test-Chorioallantoic Membrane (HET-CAM).

Foi feita a avaliacdo da toxicidade, através da determinacdo do valor de LCsp, dos
Oleos essenciais de Mentha pulegium, Thymus zygis subsp. zygis e do volateis extraidos

da cultura in vitro do fungo Clitocybe odora em Artemia salina.
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4.1 Avaliacdo do crescimento do micélio de Clytocibe odora em dois
meios de cultura diferentes

O crescimento dos fungos filamentosos pode ser medido através do crescimento das
hifas sobre o meio de cultura, o qual esta diretamente relacionado com o tempo de
crescimento. As velocidades lineares de crescimento podem ser comparadas servindo
como base para determinar quais as melhores condi¢fes de crescimento por técnicas
mais exatas. No entanto, o crescimento linear ndo é uma medicdo exata do crescimento,
uma vez que ndo considerada o padrdo e frequéncia do mesmo e, consequentemente, a
densidade de crescimento. Para além disso, existe a possibilidade de o crescimento
poder ocorrer em trés dimensfes num substrato semissélido. Esta ultima caracteristica
pode ser evitada colocando uma folha de celofane permeavel na superficie do agar, o

gue no entanto, condiciona a utilizacdo de nutrientes pelo fungo (Miles & Chang, 2004).

Neste estudo foi feita a medigdo do crescimento do fungo Clitocybe odora através
da média do raio da circunferéncia de crescimento, tendo-se inoculado o fungo em dois

meios de cultura diferentes sem a utilizacdo de uma folha de celofane.

O crescimento do micélio em meio solido pode ser avaliado através da medicdo da
area, volume ou do raio médio da circunferéncia de crescimento. O crescimento do
fungo em fungdo do tempo resulta numa curva do tipo sigmoide que pode ser dividida
em varias fases, de acordo com as fases de crescimento (Figura 21).
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Fase estaciondria

\“ demorte

Crescimento do micélio

Tempo (Dias)

Figura 21 - Fases de crescimento dos fungos (Adaptado de: Staube & Muller, (2016)).

A primeira fase, a fase lag, é caracterizada por apresentar menores taxas de crescimento
e a sua duracdo depende do tipo de inéculo e do meio de cultura. Na fase exponencial
ocorre um crescimento exponencial dos microrganismos e é caracterizada por uma taxa
de crescimento maxima. Na fase estacionaria a velocidade de crescimento € igual a
velocidade de morte da populacéo, nesta fase a taxa de crescimento é nula. Na fase de
morte a velocidade de morte da populacdo é superior a velocidade de crescimento,

sendo geralmente acompanhada de autélise (Montini, 2001).

As amostras de miceélio recolhidas no campo foram inoculadas em dois meios de
cultura distintos (em triplicado), PDA e MMN incompleto, tendo-se avaliado o
crescimento do micélio através do registo da média do seu raio de crescimento em
funcdo do periodo de incubacdo. As curvas de crescimento obtidas encontram-se

representadas na Figura 22.
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Figura 22 - Curva de crescimento do fungo Clytocibe odora em dois meios de cultura
diferentes (PDA e MMN incompleto) (n=2).

Através da andlise da Figura 22, pode-se notar que para ambos 0s meios de cultura
(PDA e MMN incompleto) existe uma fase lag no crescimento do micélio,
correspondendo a fase de adaptacdo deste ao meio. A partir do dia 18 verifica-se a
existéncia da fase exponencial, nos dois meios de cultura, durante a qual a amostra que
apresentou maior crescimento foi a inoculada em meio MMN incompleto. A fase
exponencial dura até aproximadamente o dia 42, ap6s o qual se verifica a fase

estacionaria.

Através da comparacdo do crescimento médio das culturas nos meios ensaiados, €
possivel verificar que o cogumelo Clitocybe odora apresentou uma taxa de crescimento

mais elevada quando foi inoculado no meio MNM incompleto.

4.2 ldentificacdo dos compostos volateis dos extratos
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4.2.1 Compostos volateis extraidos do miceélio de Clitocybe odora

Tendo em conta os resultados descritos na seccdo anterior, escolheu-se 0 meio
MMN incompleto para a inoculacdo do Clitocybe odora com o objetivo de identificar
quais 0s compostos presentes nos volateis deste fungo, para a sua futura incorporagao
numa formulagdo cosmética. Os compostos volateis, produzidos pelo micélio inoculado
em meio MMN incompleto, foram extraidos utilizando um aparato de Likens-Nickerson
(LN) e posteriormente analisados por cromatografia gasosa (GC) e cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC/MS).

Na Tabela X apresentam-se os compostos volateis produzidos pelo micélio de
Clytocibe odora que foram identificados por GC e GC/MS. A identificagdo dos
compostos foi realizada por comparacdo dos respetivos indices de retencdo, relativos a
série de n-alcanos C7-C17 em coluna DB-1, e os espectros de massa com o0s de padroes
comerciais e de compostos de referéncia presentes em 6leos existentes no laboratorio.
Para além disso, foi também utilizada uma biblioteca de espectros de massa
desenvolvida nos laboratorios do Centro de Estudos do Ambiente e do Mar Lisboa,
Faculdade de Ciéncias, Universidade de Lisboa, CBV, DBV, 1749-016 Lisboa,
Portugal.
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Tabela X - Composicdo da fracdo volatil de Clitocybe odora em meio MMN incompleto,
obtida com um aparato de Likens-Nickerson.

Familia Componentes RI Percentagem relativa de
area
a-Pineno 930 1,4
Sabinene 958 0,5
Hidrocarbonetos B-Pineno 963 v
monoterpénicos B-Mirceno 975 v
p-Cimeno 1003 0,1
Limoneno 1009 3,5
1,8-Cineole 1005 2,1
Fenchona 1050 \Y;
Monoterpenos Canfora 1102 0,8
oxigenados p-Mentona 1120 0,6
Pulegona 1210 0,4
Neral 1210 2,7
Geranial 1240 2,8
. B-Cariofileno 1414 0,5
':;Sqrgﬁzigggfggi a-Curcumeno 1474 11
y-Cadineno 1500 18
trans-Nerolidol 1549 1,7
Espatulenol 1551 21,1
. Oxido de B- 1561 8,5
e varoonecs carfieno
Cedrol 1574 0,4
Ledol 1580 2,5
T-Cadinol 1616 3,5
Outros Hexacosano 2600 50
Nonacosano 2900 0,7
% de Identificacéo 61,7
Componentes agrupados
Hidrocarbonetos monoterpénicos 55
Monoterpenos oxigenados 9,4
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 3,4
Sesquiterpenos oxigenados 37,7
Outros 5,7

RI = indice de Retengdo em relagdo a n-alcanos C7-C17 em coluna DB-1; v- vestigios (% <0,05).

Foi possivel identificar quase todos 0s compostos detetados no extrato obtido do

Clitocybe odora, a excecdo do composto eluido ao minuto 53,21. No total,

identificaram-se vinte e quatro compostos constituindo 61,7% da area cromatografica
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correspondente a totalidade dos compostos volateis presentes. Os compostos
maioritarios identificados na amostra foram o espatulenol e o 6xido de B-cariofileno
correspondendo respetivamente a 21,1 % e a 8,5 % da area cromatogréafica da totalidade

dos compostos extraidos.

A amostra € maioritariamente constituida por compostos do tipo sesquiterpenos
oxigenados, correspondendo a 37,7 % dos compostos extraidos. Em relacdo aos
hidrocarbonetos monoterpénicos e aos hidrocarbonetos sesquiterpénicos foram
identificados 5,5 % e 3,4 % respetivamente da percentagem total de compostos
presentes. Adicionalmente identificaram-se 9,4 % de monoterpenos oxigenados e 5,7 %

dos compostos identificados ndo pertencem a nenhum dos grupos mencionados.

Rapior et al., (2002) identificou o p-anisaldeido como o composto volatil
maioritario presente em extratos de corpos frutiferos in vivo. A diferenca entre o0s
resultados obtidos nos estudos, in vivo e in vitro, podera estar relacionada com as
condicGes de stresse as quais o fungo Clitocybe odora é submetido quando cresce num
meio de cultura. Esta hipotese esta de acordo com varios estudos que mostram que 0S
perfis dos componentes volateis podem ser alterados ndo s6 pela espécie e variedade,
mas também pelas condicGes de cultivo/habitat (Cho et al., 2008; Cardoso et al., 2011).
Foi também descrito por Pinto et al., (2013) que a composi¢do quimica do fungo
Lepista nuda (Bull. ex Fr.) Cooke varia de acordo com o local no qual o corpo frutifero
se desenvolve. Para além disso, é de notar que, apesar da folha de celofane colocada
entre 0 meio de cultura e o micélio do Clitocybe odora ser porosa, a absor¢do de
nutrientes pelo mesmo é limitada, condicionando o seu crescimento e consequentemente

a producgdo de compostos volateis pelo micélio (Miles & Chang, 2004).

O espatulenol, que foi identificado como o composto volatil maioritario produzido
pelo micélio de Clytocibe odora in vitro, € um sesquiterpeno oxigenado (Figura 23)
aplicado em diversas areas tais como a alimentacdo, medicina, industria cosmética e de

producdo de detergentes (Paksoy et al., 2016). O espatulenol apresenta uma moderada
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atividade citotoxica (Areche et al., 2009), tendo sido reportado como um imuno-
inibidor em linfdcitos ativados (Ziaei et al., 2011), para além de possuir potencial como
agente anti-cancerigeno (Sivasubramanian & Brindha, 2013) e de possuir propriedades

antibacterianas (Santos et al., 2012).

Figura 23 - Estrutura quimica do composto espatulenol (Fonte: National Center for
Biotechnology Information., 2014).

O segundo composto maioritario produzido pelo micélio de Clitocybe odora in vivo
foi o 6xido de B-cariofileno (Figura 24), que apresenta um forte aroma amadeirado,
sendo usado como aditivo na inddstria cosmética e em alimentos. O 6xido de pB-
cariofileno  apresenta  atividade anti-inflamatdria,  antioxidante,  antiviral,

anticarcinogénica e ainda propriedades analgésicas (Fidyt et al., 2016).

0~

Figura 24 - Estrutura quimica do composto 6xido de B-cariofileno Fonte: National Center
for Biotechnology Information, 2004).

O crescimento de uma cultura in vitro é independente da estacdo do ano, sendo
apenas necessario utilizar as condicOes Otimas de temperatura e luz para permitir o

crescimento do micélio, o qual pode ser obtido na quantidade desejada. Como tal, a
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obtencdo de volateis de uma cultura in vitro do Clitocybe odora pode ser feita na altura
do ano desejada e na quantidade pretendida. Para além disto, e tendo em consideracdo
as caracteristicas biologicas reportadas para 0os compostos maioritarios que foram
identificados nos volateis produzidos pelo micélio de Clitocybe odora, podemos
considerar a cultura in vitro deste fungo como uma potencial fonte de compostos

bioativos para a incorporagdo em formulagcfes cosméticas.

Durante o periodo em que foi realizado este trabalho nédo foi possivel explorar esta
possibilidade, dado que néo foi possivel a obtencdo da quantidade necessaria de micélio
de Clitocybe odora. No futuro, a incorpora¢do dos compostos bioativos, extraidos do
micélio deste fungo, em formulagcdes cosméticas pode vir a ser estudada, uma vez que

ndo foi encontrada na literatura informacdo relativa a este ponto.

Para além da extracdo e analise dos compostos volateis produzidos pela cultura in
vitro do micélio de Clitocybe odora foram ainda extraidos e analisados por GC e
GC/MS os compostos volateis do Mentha pulegium e do Thymus zygis subsp. zygis.

4.2.2 Compostos volateis de Mentha pulegium (Poejo)

Na Tabela XI apresentam-se 0s compostos volateis (6leo essenciais) extraidos por
destilacdo-extracdo Likens-Nickerson da amostra de Mentha pulegium, identificaram-se
trinta e um compostos, constituindo 97% da fracdo volatil. Os compostos maioritarios
identificados na amostra foram a pulegona, a piperitenona e a p-mentona,
correspondendo respetivamente a 51,3%, 26,3% e a 6,8% da area cromatogréafica total
dos compostos identificados. O cromatograma obtido encontra-se no Anexo 7.7. N&o
foram encontrados estudos relativos a composicdo dos volateis (0leos essencais)
presentes no Mentha pulegium in vivo, extraidos com uma destilacdo-extracdo num

aparato LN.
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Tabela XI - Composicdo da fracdo volatil (6leos essenciais) de Mentha pulegium.

Familia Componentes RI Per_centaggm
relativa de area
a-Pineno 930 1,0
Canfeno 938 v
Sabinene 958 0,3
B-Pineno 963 0,8
Hidrocarbonetos B-Mirceno 975 0,5
monoterpénicos p-Cimeno 1003 0,1
Limoneno 1009 3,8
trans-p-Ocimeno 1027 v
y-Terpineno 1035 v
Terpinoleno 1064 0,1
Fenchona 1050 0,5
Linalool 1074 1,3
Canfora 1102 0,3
p-Mentona 1120 7,4
iso-Mentona 1126 0,5
cis-lIsopulegona 1134 1,0
Monoterpenos Terpinen-4-ol 1148 0,4
oxigenados a-Terpineol 1159 0,4
Metilchavicol 1163 0,1
Pulegona 1210 51,3
Piperitona 1211 0,8
trans-Anetole 1254 0,3
Piperitenona 1289 23,6
Oxido de piperitenona 1330 0,2
Hidrocarbonetos B-Bourboneno 1379 0,1
sesquiterpénicos B-Cariofileno 1414 0,1
y-Muuroleno 1469 0,5
3-Octanol 974 0,8
Outros 2-Nonanona 1058 \%
Naftaleno 1139 0,4
% de Identificacdo 97
Componentes agrupados
Hidrocarbonetos monoterpénicos 6,6
Monoterpenos oxigenados 88,5
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 0,7
Sesquiterpenos oxigenados 0
Outros 1,2

RI = indice de Retengdo em relagdo a n-alcanos C7-C17 em coluna DB-1; v- vestigios (% <0,05).
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A amostra é maioritariamente constituida por monoterpenos oxigenados,
consttuindo 88,5% da &rea cromatogréfica correspondeste a totalidade dos compostos
identificados, ndo tendo sido identificado nenhum sesquiterpeno oxigenado. A
percentagem relativa da &rea cromatografica relativa aos hidrocarbonetos
monoterpénicos e aos hidrocarbonetos sesquiterpénicos, correspondeu a 6,6% e a 0,7%

respetivamente.

Em 2012, Teixeira et al. realizaram um estudo acerca da composicdo quimica do
6leo essencial de Mentha pulegium, recolhido em Santarém, Portugal, no qual
identificaram como compostos predominantes a p-mentona, a pulegona e 0 neo-
menthol, correspondendo a 35,9%, 23,2% e 9,2% dos compostos presentes no 6leo
essencial respetivamente. As diferencas entre o resultado do estudo realizado por
Teixeira et al., (2012) e os resultados obtidos neste estudo poderdo dever-se ao método
de extracdo dos compostos. Este aspeto foi verificado por Kiran Babu et al., (2016)
aquando da comparacdo dos volateis obtidos de Lavandula angustifélia recorrendo a
varias técnicas de extracdo. Uma explicacdo alternativa para as diferencas observadas €
o local e as condi¢des edafoclimaticas da Mentha pulegium recolhido em Braganca e em
Santarém serem distintas, para além do fato de as mentas apresentarem uma grande
capacidade de hibridacdo entre elas e consequentemente a informacéo genética e o perfil

dos poejos recolhidos em Braganca e em Santarém sdo distintos.

A pulegona (Figura 9) é um monoterpeno presente nas plantas, como a Mentha
piperita L. (hortela pimenta) e a Mentha spicata L. protegendo-as contra predadores.
Utiliza-se para melhorar o aroma dos produtos cosméticos e como aromatizante na
industria alimentar, possuindo um aroma agradavel (National Toxicology Program.,
2011).

Alguns estudos indicam que a ingestdo de elevadas doses do 6leo essencial de

Mentha pulegium causa toxicidade severa, e possivelmente a morte, o que ocorre devido
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0s metabolitos obtidos da metabolizacdo de pulegona no citocromo P-450 (National

Toxicology Program., 2011).
A piperitenona (Figura 25) é um derivado da mentona. Esta € a molécula percursora
do Oxido de piperitenona, um composto que se sabe ser um inseticida, um larvicida, um

agente antiviral e antitumoral (Gafan et al., 2015).

Figura 25 - Estrutura quimica do composto piperitenona (Fonte: National Center for
Biotechnology Information. PubChem Compound Database, 2005).

A p-mentona, ou mentona (Figura 26), é uma cetona presente no 6leo essencial de
diversas espécies botanicas tais como Mentha piperita L. e Satureja calaminta L.
Scheele entre outras, sendo utilizada na perfumaria e na indlstria cosmética e

apresentando um odor fresco e mentolado (National Center for Biotechnology

Information., 2004b).

I'--u||||{.'

Figura 26 - Estrutura quimica do composto mentona (Fonte: National Center for
Biotechnology Information., 2004b).

4.2.3 Compostos volateis do Thymus zygis subsp. zygis (serpéo-do-

monte)
Para além da analise dos volateis obtidos de amostras de Mentha pulegium, foram

extraidos e analisados os volateis de Thymus zygis L. subsp. zygis, tendo-se obtido os
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resultados apresentados na Tabela XII. O cromatograma obtido encontra-se no Anexo

7.6.

Na amostra de volateis analisada neste estudo foram identificados trinta e quatro

compostos, 0 que corresponde a 96,6% da area cromatografica da totalidade dos

compostos identificados. Os compostos maioritarios (Tabela XI1) foram o carvacrol
(59,2%), o y-terpineno (14,8%), o p-cimeno (9,5%), o B-cariofileno (3,4%) e o linalol

(2,1%). Estes resultados estdo de acordo com um estudo onde também se identificaram

o carvacrol, o y-terpineno, o p-cimeno e o linalol como os compostos maioritarios

presentes num extrato de Thymus zygis L. subsp. zygis recolhido na zona de Rebordaos

(Braganca) (Dandlen et al., 2011).

Tabela XII - Composi¢do da fragdo volatil de Thymus zygis L. subsp. zygis.

Percentagem relativa de

Familia Componentes RI .
area
a-Tujeno 924 0,7
a-Pineno 930 0,3
Canfeno 938 0,3
B-Mirceno 975 1,1
a-Felandreno 995 0,1
Hidrocarbonetos A3-Careno 1000 Y
monoterpénicos a-Terpineno 1002 1,1
p-Cimeno 1003 9,5
Limoneno 1009 0,3
trans-B-Ocimeno 1027 0,1
y-Terpineno 1035 14,8
Terpinoleno 1064 0,1
1,8-Cineole 1005 0,3
Hidrato de trans-Sabineno 1037 0,5
Hidrato de cis-Sabineno 1066 0,1
Linalool 1074 2,1
Canfora 1102 0,1
Monoterpenos B(_)rneol 1134 1,2
oxigenados _ Te_rp_lnen-4-ol 1148 0,7
cis-Dihidrocarvona 1159 \Y;
Formato de bornilo 1200 0,1
p-Cimen-7-ol 1265 0,1
Timol 1275 0,6
Carvacrol 1286 59,2
Acetato de carvacrilo 1330 Y
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Tabela X111 - Composigao da fragdo volatil de Thymus zygis L. subsp. zygis (continuag&o).

Percentagem relativa de

Familia Componentes RI .
area
-Bourboneno 1379 v
B-Cariofileno 1414 34
Hidrocarbonetos a-Humuleno 1447 0,1
sesquiterpénicos y-Muuroleno 1469 0,1
y-Cadineno 1500 0,1
d-Cadineno 1505 0,1
Sesquiterpenos Oxido de B-cariofileno 1561 0.3
oxigenados
1-Octen-3-ol 961 0,2
Outros 3-Octanona 961 0,7
3-Octanol 974 0,2
% de Identificacdo 98,6
Componentes agrupados
Hidrocarbonetos monoterpénicos 28,4
Monoterpenos oxigenados 65,30
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 3,8
Sesquiterpenos oxigenados 0,3
Outros 1,1

RI = indice de Retengo em relagdo a n-alcanos C7-C17 na coluna DB-1; v- vestigios (% <0,05).

A amostra é maioritariamente constituida por compostos do tipo monoterpenos

oxigenados, correspondendo a 65% da area cromatografica total dos compostos

identificados. Os hidrocarbonetos monoterpénicos, os hidrocarbonetos sesquiterpénicos

e 0s sesquiterpenos oxigenados correspondem a 28,4%, 3,8% e 0,3% da area

cromatografica total dos compostos identificados, respetivamente.

O carvacrol que é o componente maioritario presente nos volateis do Thymus zygis

L. subsp. zygis é um fenol monoterpénico e isomero do timol, sendo biossintetizado a

partir do y-terpineno, através do p-cimeno (Figura 27), pelo que em geral estes quatro

compostos estdo sempre presentes em amostras contendo carvacrol (Baser, 2008), tal

como se verificou neste estudo.
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Figura 27 - Sintese de carvacrol e timol a partir de y-terpineno (Adaptacdo de: Baser,
2008).

O carvacrol (Figura 28) apresenta atividade antimicrobiana nas membranas
celulares bacterianas, atividade antiespasmaodica, efeitos antimutagénicos e antitumorais
assim como propriedades antioxidantes (Baser, 2008).

Figura 28 - Estrutura quimica do composto carvacrol (Fonte: National Center for
Biotechnology Information. PubChem Compound Database, 2005a).

O composto y-terpineno (Figura 29) encontra-se presente em indmeras espécies,
entre as quais a Salvia officinalis, sendo utilizado na inddstria alimentar como aditivo,
na cosmética em produtos capilares e de higiene pessoal, assim como em detergentes da

loica e em amaciadores de roupa (National Center for Biotechnology Information.,
2004a).
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Figura 29 - Estrutura quimica do composto y-terpineno (Fonte: National Center for
Biotechnology Information., 2004a).

O p-cimeno (Figura 30), um hidrocarboneto aromatico e incolor é utilizado como
aditivo alimentar devido ao seu sabor citrico e fresco (National Center for
Biotechnology Information., 2004c).

Figura 30 - Estrutura quimica do composto p-cimeno (Fonte: National Center for
Biotechnology Information., 2004c).

O B-cariofileno (Figura 31) um sesquiterpeno biciclico presente no dleo essencial
de diversas espécies, apresenta-se como um liquido amarelo palido que é usado como
aditivo alimentar. Esta incluido na classe dos agentes anti-inflamatérios e antipiréticos

(National Center for Biotechnology Information., 2005a).
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Figura 31 - Estrutura quimica do composto B-cariofileno (Fonte: National Center for
Biotechnology Information., 2005a).

De modo a beneficiar das propriedades do Thymus zygis L. subsp. zygis e da Mentha
pulegium nas formulagBes cosméticas desenvolvidas foi feita uma hidrodestilacdo das
plantas, obtendo-se o Oleo essencial, o qual foi incorporado em cada uma das
formulacGes. O rendimento médio de extracdo dos 6leos essenciais foi de 0,65% (v/m)

para o Mentha pulegium e de 0,9% (v/m) para o Thymus zygis L. subsp. zygis.

4.3 Analise ao extrato hidroalcodlico de prépolis

O prépolis é maioritariamente constituido por resina (flavondides e A&cidos
fendlicos), representando cerca de 50% da composicdo do mesmo. Na sua constituicao
estdo ainda incluidos a cera de abelhas, o polen, dleos essenciais, aminoacidos,
vitaminas, sais minerais e detritos insollveis em quantidades residuais. Contudo, é de
notar que a composicao do propolis é variavel dependendo das espécies de plantas que
se encontram no redor da colmeia, da localizacdo geografica da mesma e das condicOes
climaticas do local (Falc&o et al., 2010). E de notar que os efeitos verificados na satde
humana séo independentes da origem geografica e da composicao do prépolis utilizado.
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Os compostos fenodlicos (flavonas/ flavondis, flavanonas/ dihidroflavonois e os
fendis totais) sdo considerados como os principais compostos bioativos do propolis.
Deste modo, para avaliar as carateristicas do extrato hidroalcodlico do propolis utilizado
nas formulacGes cosméticas foram quantificados os diferentes grupos de compostos
fendlicos utilizando os métodos quantitativos que provaram ser mais informativos do

que a quantificacdo dos compostos individualmente (Falc&o et al., 2010).

O conteudo balsamico, ou seja, 0 rendimento de extracao, e o conteudo fenolico do

extrato de propolis obtido utilizando 70% de etanol/agua encontram-se na Tabela XIV.

Tabela XIV — Contetdo balsamico e fenélico do extrato de propolis.

\ Conteudo fenolico

Conteudo Fenois totais Flavonas e Flavanonas e
balsdmico (%) (%) flavonois (%) dihidroflavonois (%)
Média 31,05 +1,52 1,08+0,20 0,94+0,63 2,40+7,13x10*

O conteudo balsdmico do propolis é uma caracteristica importante do mesmo, uma
vez que uma elevada percentagem de conteddo balsdmico indica que o propolis
apresenta uma baixa concentracdo de ceras e de matéria insolivel em etanol, e
consequentemente contém uma elevada percentagem de compostos bioativos. A
determinacéo do conteudo balsdmico deve ser determinada utilizando propolis extraido
com etanol a 70% (Falcdo, 2013).

Foi proposto por Popovaa et al., (2007) diversos valores minimos de modo a avaliar
a qualidade do propolis do tipo poplar, tendo como base amostras da Europa do Norte e
Central: 45% de contetdo balsamico, 21% para os fendis totais, 4% para o valor total de
flavonas e flavondis assim como 4% para o total de flavanonas e dihidroflavonois.
Falcdo et al., (2013) analisaram diversas amostras de propolis recolhido em seis regides
diferentes em Portugal, tendo identificado a existéncia de dois tipos de propolis. O

propolis poplar mais comum em regides temperadas (norte, costa central e Acores),
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revelou um elevado conteddo em compostos fenolicos e uma elevada bioatividade
(propolis tipo 1). O segundo (prépolis do tipo 2) apresenta uma cor verde escura, é
menos rico em compostos fenolicos e consequentemente menos bioativo sendo

encontrado no centro interior, sul e na Madeira (Tabela XV).

Tabela XV - Proposta para estandardizacdo do prépolis Portugués.

Propolis tipo  Propolis tipo Europa do Norte e
12 28 Central °
Conteudo balsamico (%) Minimo 65 Minimo 45 45
Fenois totais (%0) Minimo 18 Minimo 6 21
Flavonas/Flavonois (%0) Minimo 3 Minimo 2 4
Flavanonas/Dihidroflavonois Minimo 5 Minimo 3 4

(%)

a- Falcédo et al., (2013); b - Popovaa et al., (2007)

Considerando que o propolis utilizado para obter o extrato hidroalcodlico de
propolis é proveniente do Norte de Portugal, Trés-os-Montes, de acordo com 0s
critérios propostos por Falcdo et al., (2013) o contetdo fendlico e o contedldo balsamico
do mesmo, deve ser comparado com o do prépolis do tipo 1. O contetdo fenodlico e o
contetdo balsdmico obtidos na analise do extrato de prépolis foram inferiores ao
proposto tanto por Falcéo et al., (2013) como por Popovaa et al., (2007). Esta diferenca
pode dever-se tanto a degradacdo dos compostos fendlicos presentes no extrato
hidroalcodlico com o tempo (Falcdo et al., 2013) e consequentemente uma menor
percentagem obtida ao quantificar os mesmos, como ao local de local de recolha do
mesmo, uma vez que a biodiversidade do local no qual o apiario se localiza altera a

qualidade quimica do prépolis.
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4.4 Analise da estabilidade da emulséo 1

A influéncia da utilizacdo de produtos apicolas na estabilidade de formulacdes
cosméticas foi avaliada utilizando dois méis diferentes (0 mel OD, procedente de
Odemira — Sdo Martinho Amoreiras e 0 mel MAC, recolhido em Macedo de Cavaleiros

— Podence) e o extrato hidroalcodlico de propolis.

Seguidamente sdo apresentados os resultados obtidos para as formulagOes
cosmeticas preparadas utilizando a emulsdo 1 como emulsdo base e adicionando
posteriormente 6leo essencial de Thymus zygis L. subsp. zygis e os dois produtos

apicolas testados.

4.4.1 Emulséo 1 contendo 6leo de essencial de Thymus zygis L. subsp.
zygis

Na Tabela XVI encontram-se representados os valores do pH das formulagdes
cosmeéticas no dia em que foram elaboradas e quatro dias depois. Apresentam-se ainda
os valores obtidos para a densidade relativa, bem como os resultados dos testes de luz e
de vibracdo.

Tabela XV1 - Testes de estabilidade das formulagdes cosméticas preparadas com base na emulséo 1, com
incorporagdo de 6leo essencial de Thymus zygis L. subsp. zygis e produtos apicolas.

pH t=0 pHt=4 Densidade relativa t=0 Teste de
. . . Testes de luz . ~
dias dias dias vibracdo
Cor: beje; Aroma:
FC1 4,1 4,1 0,61 Thymus zygis L. Sem alteracdes
subsp. zygis

FC2 4,1 4,1 0,60 Cor: N; Aroma: N Sem alteracBes

FC3 4,1 4,1 0,54 Cor: N; Aroma: N Sem alteracBes

FC4 4,1 3,6 0,62 Cor: N; Aroma: N Sem alteracdes

FC5 4,1 3,6 0,52 Cor: M; Aroma: N Sem alteragdes

FC6 4,1 3,6 0,60 Cor: M; Aroma: M Sem alteragdes

Cor e aroma: N - Normal; M — Modificado
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Como se pode observar na Tabela XVI, a formulagdo controlo (FC1) apresentou
um valor de pH igual a 4,1. Durante muito tempo pensou-se que 0s produtos cosméticos
deveriam ter um pH préximo de 5,5, que era considerado como o valor do pH da pele
humana. No entanto, estudos recentes tém vindo a demonstrar que o pH da pele pode
apresentar valores compreendidos entre 4,0 e 5,96, dependendo de diversos fatores,
como por exemplo a localizacdo (Leonardi et al., 2002; Paye et al., 2009). De facto,
para formulacGes cosméticas para o antienvelhecimento, nas quais se incorporam acidos
polihidroxilados, é sugerido que a formulacdo deverad ter um valor de pH que pode
chegar até 3,5 (Green & SAbherwal, 2014). Verificou-se ainda que a incorporacao de
produtos apicolas (FC2-6) ndo alterou o valor do pH das formulagdes cosméticas. Deste
modo, tendo em consideracdo o valor do pH, podemos considerar que as varias

formulacBes cosméticas preparadas sdo adequadas para uso topico.

Contudo, apds quatro dias, as emulsdes nas quais foi incorporado o mel MAC na
concentracdo 1:20 (v/m) e 1:50 (v/m) e a emulsdo com o extrato hidroalcoolico de
prépolis (FC4, FC5 e FC6 respetivamente) apresentaram um pH mais baixo, ao
contrario do verificado para as restantes emulsdes, nas quais o pH se manteve constante.
Uma possivel explicacdo para esta alteracdo poderia ser uma contaminagdo microbiana
das amostras em causa, 0 que provoca 0 aumento da acidez das mesmas. No entanto,
considerando que a atividade da agua (um dos fatores que regula o crescimento
microbiano) do mel e do extrato de propolis € inferior a 0,95, fator de referéncia a partir
do qual é possivel ocorrer o crescimento de microrganismos (Chirife et al., 2006;
Machado et al., 2016; U.S. Food and Drug Administration, 2015), esta explicacdo é
pouco provavel. Considerando que foi utilizada uma fita medidora de pH, é possivel que
tenha ocorrido um erro experimental ao determinar o pH atraves da comparacdo das

cores.

Adicionalmente, foi medida a densidade relativa de cada emulsdo, tendo-se obtido
valores bastante proximos, tal como se pode observar na Tabela XVI, pelo que se pode

concluir que a densidade relativa, ou seja, a relagdo entre a densidade absoluta das
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emuls@es e a densidade da &gua, ndo € significativamente modificada pela incorporacéao
dos produtos apicolas e 6leo essencial de Thymus zygis L. subsp. zygis nas formulagdes

cosmeéticas.

Um dos parametros a avaliar num teste de estabilidade é o comportamento do
cosmetico e da embalagem em relacdo ao transporte. Este parametro, no caso de ser
utilizado um transporte terrestre, pode ser avaliado através da realizacdo de um teste de
vibracdo. Todas as amostras foram submetidas ao referido teste, ndo tendo sido
verificadas quaisquer alteracdes (Tabela XVI), o que pode indicar a estabilidade das
emulsdes relativamente a este pardmetro, pelo que se pode concluir que as emulsdes

podem ser transportadas por transporte terrestre sem ocorrer alteragcdes nas mesmas.

Além dos testes de vibracdo foram ainda efetuados testes de luz, que tém como
objetivo analisar a ocorréncia de alteracbes em formulacdes cuja embalagem pode
permitir a passagem de luz e a ocorréncia de possiveis alteracdes na formulagéo ou entre
a embalagem e o cosmético. A luz utilizada neste teste deve simular a intensidade a qual
0 cosmeético ira provavelmente ser posteriormente exposto (Marx, 2004). Neste teste,
submeteram-se as formulacdes cosméticas durante 15 dias a radiacdo emitida por uma
lampada dayligth. As alteragdes foram avaliadas através da comparagdo da cor e do
aroma das diversas formulacdes cosméticas com as apresentadas pela formulacdo de

referéncia FC1.

Entre as amostras analisadas, aquelas que apresentaram alteracfes foram as
amostras FC5 e a FC6, com 1:50 (v/m) de amostra do mel OD e com 5% (m/v) de
extrato hidroalcoo6lico de propolis respetivamente. Na amostra FC5 ocorreu alteracdo na
cor da amostra enquanto na amostra FC6 ocorreram alteragdes na cor e no aroma da
mesma quando comparadas com a amostra FC1 quando sujeita as mesmas condigoes.
Contudo, € de realcar que a amostra FC6 apresentava alteracbes na cor e no aroma
quando comparada com a amostra FC1, antes da realizacdo do teste, devido a adi¢do do

extrato hidroalcodlico, o que é expectavel uma vez que este apresenta um aroma forte e
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uma cor amarela caracteristica. E de notar que a alteragdo ocorrida na emulsio FC5 n&o
foi observada na emulsdo FC4, pelo que possivelmente esta esta relacionada com a

concentracdo de mel MAC utilizado.

E sabido que a viscosidade é um dos fatores que podem influenciar a estabilidade
das emulsdes. O movimento Browniano, ou seja, 0 movimento aleatdrio de particulas
como consequéncia dos choques com as moléculas pertencentes ao meio, pode destruir
a estrutura em rede que estabiliza a emulsao alterando a viscosidade da mesma (Franc,
1985). Assim, para além do pH e da densidade, foi ainda medida a viscosidade de cada

emulsdo a 25°C, tendo-se obtido o gréfico apresentado na Figura 32.
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Figura 32 - Dependéncia da viscosidade com a velocidade de rotacdo do spindle para as
formulagBes cosméticas preparadas utilizando a emulséo 1 como base.

Pela analise da Figura 32, podemos verificar que a viscosidade das formulac6es
ensaiadas é variavel, dependendo da velocidade de rotacdo do spindle, e que diminui a
medida que a velocidade de rotagdo aumenta. Este tipo de comportamento é
frequentemente observado em formulagdes cosméticas (Abd et al., 2014; Ruiz et al.,

2007). Para além disso, verifica-se que os valores de viscosidade sdo diferentes para as
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curvas de carga e descarga, traduzindo um comportamento que é dependente do tempo.
Este € o comportamento caracteristico de fluidos ndo-Newtonianos tixotropicos
(Knowlton, 2000) sendo também frequentemente observado em diversas formulactes
cosmeéticas, incluindo emulsdes (Manco et al., 2015). Este tipo de comportamento é
bastante valorizado em formulagbes cosméticas uma vez que facilita a aplicacdo e
espalhamento do produto (Gaspar & Maia Campos, 2003). Deste modo, é possivel obter
uma formulacdo cosmética com uma viscosidade elevada, mas que, ao ser aplicada
pressdo, como acontece ao apertarmos a sua embalagem, diminui a viscosidade e o

produto flui com maior facilidade.

Foi ainda possivel observar que, de uma forma geral, para a velocidade de rotagédo
do spindle mais elevada (1,0 rpm), os valores de viscosidade das varias formulacdes
ensaiadas foram semelhantes. No entanto, este comportamento modifica-se a medida
que a viscosidade é medida utilizando menores velocidades de rotagdo do spindle. De
facto, para a menor velocidade de rotacdo do spindle (0,3 rpm), verifica-se a existéncia
de dois grupos de emulsdes: um grupo constituido pela emulsdo controlo (FC1) e pelas
emulsdes onde se incorporou 0 mel OD (FC4 e FC5), que apresentam uma menor
viscosidade, e outro grupo formado pelas emulsdes onde se incorporou o mel MAC
(FC2 e FC3) e pela emulsdo com extrato de prépolis (FC6), que se caracterizam por
uma maior viscosidade. Estes resultados sugerem que, para a menor velocidade de
rotacdo do spindle, a incorporacdo do mel OD ndo influencia a viscosidade da
formulacdo controlo, enquanto que a incorporacdo do mel MAC e do extrato de prépolis
provocam um aumento no valor da mesma. A maior viscosidade das formulagdes onde
se incorporou 0 mel MAC e o extrato de prépolis poderdo estar relacionadas com a
elevada viscosidade do mel MAC em relagdo ao mel OD e também a incorporacao de

material solido, como é o caso do extrato de prépolis, na formulacdo controlo.

Para além dos testes j& mencionados, as formulacGes cosmeticas foram submetidas
durante 15 dias a condigdes extremas de temperatura e humidade: 40°C e 75% de

humidade relativa (H.R.). Foram comparados o aroma, a cor das formulagdes, assim
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como a ocorréncia ou ndo de separacado de fases e de liquidificacdo entre as formulagoes
FC2-FC6 e a formulacdo base FC1. Os resultados obtidos encontram-se apresentados
na Tabela XVII.

Tabela XVII — Resultados do teste a 40°C e 75% de H.R. das amostras possuindo como base a emulséo 1
e 6leo essencial de Thymus zygis L. subsp. zygis.

Cor Aroma Separacdo de fases Liquidificacéo
FC1 Amarelo Thymus zygis L. subsp. zygis + -
FC2 N N + -
FC3 N N + -
FC4 N N + -
FC5 N N + -
FC6 M M + -

Cor e aroma: N - Normal; M — Modificado; + = Ocorréncia; - = Ndo ocorreu

Através da analise da Tabela XVII, pode-se concluir que apenas a formulacdo FC6
(com dleo essencial de Thymus zygis L. subsp. zygis e extrato hidroalcodlico de
prépolis) quando comparada com a formulacdo FC1 nas mesmas condicdes,
apresentava alteracGes a nivel da cor, apresentando uma cor mais escura, € do aroma, 0
qual era o caracteristico do extrato de prépolis. No entanto, é de sublinhar que a
formulacdo apresentava ja estas caracteristicas quando comparada com a formulacao

FC1 antes de ambas terem sido submetidas a este teste.

Em todas as amostras verificou-se a ocorréncia de separacdo de fases, o que se deve
possivelmente a diferenca na densidade das duas fases sob a influéncia da gravidade
(Smaoui et al., 2013). Apesar de ndo se ter verificado liquefacdo das amostras, a
ocorréncia de separacdo de fases indica que as formulagdes ndo séo estaveis, no entanto,
esta instabilidade ndo esta relacionada com a utilizacdo de produtos apicolas, uma vez
que este fendmeno ocorreu também na emulsdo FC1, na qual ndo foi utilizado qualquer
produto apicola. Considerando que a formulacdo 1 foi adaptada da literatura, seria
expectavel que esta fosse estavel, o que, contudo, ndo se verificou. Uma possivel

explicacdo para a instabilidade das emulsdes preparadas podera ser a velocidade de
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preparacdo com que as duas fases da emulsdo foram misturadas, uma vez que este é um
fator que influencia algumas caracteristicas importantes das mesmas, nomeadamente as
propriedades reologicas (viscosidade) e o tamanho das particulas, as quais estdo
diretamente relacionadas com a estabilidade das emulsdes (Bernatoniene et al., 2010).
Estes resultados sugerem que, durante a preparacdo artesanal de formulacGes
cosmeticas, a etapa de mistura das duas fases que compdem a emulsdo base podera
influenciar negativamente a estabilidade das formulacdes cosméticas, dada a dificuldade
de manter uma velocidade de mistura que origine uma viscosidade 6tima, assim como

de obter particulas que apresentem um tamanho uniforme.

Para além do 6leo essencial de Thymus zygis L. subsp. zygis foi também utilizado o

o0leo essencial de Mentha pulegium usando como formulacéo base a emulséo 1.

4.4.2 Emulséo 1 contendo 6leo essencial de Mentha pulegium

Na Tabela XVIII apresentam-se os resultados obtidos para as formulagdes
cosméticas preparadas utilizando a emulsdo 1 como emulsdo base e adicionando

posteriormente 6leo essencial de Mentha pulegium e os dois produtos apicolas testados.

Tabela XVI1II - Testes de estabilidade das formulagdes cosméticas preparadas com base na
emulsdo 1, com incorporagdo de 6leo essencial de Mentha pulegium e produtos apicolas.

pHt=0 pHt=4 Densidade Teste de luz Teste de
dias dias relativa t=0 dias vibracéo

Cor: beje; Aroma:

FC7 4.1 3,6 0,70 Mentha pulegium Sem alteracOes
FC8 4,1 4,1 0,60 Cor: N; Aroma: N Sem alteracOes
FC9 4,1 3,6 0,60 Cor: N; Aroma: N Sem alteracOes
FC10 4,1 3,6 0,50 Cor: N; Aroma: N Sem alteracGes
FC11 4,1 4,1 0,60 Cor: N; Aroma: N Sem alteracOes
FC12 41 3,6 0,48 Cor: M; Aroma: M Sem alteracOes

Cor e aroma: N - Normal; M — Modificado
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Como se pode observar na Tabela XVIII, a formulagdo cosmeética FC7 que apenas
contém o 6leo essencial de Mentha pulegium, e que serve de controlo, apresentava um
pH de 4,1. A introducdo de produtos apicolas na formulacdo base 1 (FC8-FC12) nao
alterou o pH inicial das formulagdes, apresentando todas estas um pH que é indicado
para emulsdes topicas. No entanto, apds quatro dias, verificou-se uma diminui¢do do pH
em todas as emulsdes exceto nas formulacdes FC8 e FC11, as quais continham mel
MAC na concentracdo 1:20 (v/m) e mel OD na concentragdo 1:50 (v/m),
respetivamente. Este comportamento ja tinha sido identificado quando se incorporou o
6leo essencial de Thymus zygis L. subsp. zygis na formulacdo base 1 e podera estar
relacionado com o método utilizado para a determinacéo do pH.

Adicionalmente foi medida a densidade relativa de cada formulacdo, tendo-se
verificado que o valor obtido para a formulacdo FC12, a qual apresenta extrato
hidroalcoolico de propolis, é inferior a obtida para a emulsdo base, FC7. Relativamente
as restantes formulagdes as densidades relativas tambeém foram relativamente proximas

qguando comparadas com a emulsao base.

Todas as amostras foram submetidas ao teste de vibracdo, ndo tendo sido verificadas
quaisquer alteracdes, 0 que pode indicar a estabilidade das emulsdes relativamente a
este parametro. Quando submetidas ao teste de luz, das cinco emulsdes comparadas,
apenas foram verificadas alteracfes na emulsdo FC12, onde se incorporou o extrato
hidroalcodlico de prépolis, para aléem do 6leo essencial de Mentha pulegium. A
alteracdo verificada esta possivelmente relacionada com a caracteristica do extrato
utilizado, uma vez que esta alteracdo ja tinha sido verificada nos resultados dos testes

efetuados com a formulagao F6.

As varias formulaces cosméticas foram colocadas numa estufa a 40 °C e com uma
H.R. de 75%, obtendo-se os resultados apresentados na Tabela XIX. Atravées da anélise
da Tabela XIX, pode-se concluir que apenas a emulsdo FC12, a qual possuia 6leo

essencial de Mentha pulegium e extrato hidroalcodlico de prépolis, apresentava
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alteracOes a nivel da cor e do aroma quando comparada, nas mesmas condic¢des, com a
emulsdo de controlo FC7. E de realgar, no entanto que a diferenca na cor e no aroma
das duas preparaces ja tinha sido verificado antes de se ter procedido a realizacdo deste

teste.

Tabela XIX - Resultados dos testes utilizando 40°C e 75% de H.R. das amostras
possuindo como base a emulsdo 1 e dleo essencial de Mentha pulegium.

Cor Aroma Separacao de fases Liquefacéo

FC7 Beje Mentha pulegium + -

FC8 N N + -

FC9 N N + -
FC10 N N + -
FC11 N N + -
FC12 M M + -

Cor e aroma: N - Normal; M — Modificado; + = Ocorréncia; - = Ndo ocorreu

A modificacdo na cor e aroma na preparacdo deve-se a incorpora¢do na mesma de
extrato hidroalcodlico de propolis, o qual apresenta uma cor amarelo-torrado e um
aroma que lhe é caracteristico. Como tal as alteracdes ocorridas ja eram expectaveis.
Esta hipotese é reforcada pelas alteracfes verificadas antes e depois de se proceder ao
mesmo teste, na amostra FC6, a qual possuia na formulagdo extrato hidroalcodlico de

prépolis.

Em todas as amostras FC7-FC12 verificou-se a ocorréncia de separacdo de fases, o
que ndo era expectavel de ocorrer uma vez que a composi¢cdo da formulacdo base foi
consultada num prontuario farmacéutico, e consequentemente validada. Uma possivel
explicacdo para a falta da estabilidade é a velocidade de agitagdo durante o processo de
preparacdo do cosmético, a qual é um fator que afeta a viscosidade e o tamanho das
particulas, as quais estdo diretamente relacionadas com a estabilidade das preparagdes.
(Bernatoniene et al., 2010).
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Adicionalmente mediu-se a viscosidade de cada emulsdo a 25°C utilizando
diferentes velocidades de rotacdo do spindle, tendo-se obtido o grafico apresentado na

Figura 33.
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Figura 33 - Dependéncia da viscosidade com a velocidade de rotagdo do spindle para as
formulagBes cosméticas preparadas utilizando a emulséo 2 como base.

Pela analise da Figura 33 podemos verificar que, tal como foi verificado para as
formulacGes cosméticas que tinham por base a emulsdo 1 (FC1-FC7), a viscosidade das
formulacGes ensaiadas é variavel, dependendo da velocidade de rotacdo do spindle, e
diminui a medida que a velocidade de rotacdo aumenta. Para além disso, verifica-se que
os valores de viscosidade séo diferentes para as curvas de carga e descarga, traduzindo
um comportamento que é dependente do tempo. Este comportamento é caracteristico de

fluidos ndo-Newtonianos tixotrépicos (Knowlton, 2000).

A maior viscosidade das formulacGes nas quais se incorporou o mel MAC e o
extrato hidroalcodlico de propolis poderdo estar relacionadas com a elevada viscosidade
do mel MAC em relagdo ao mel OD e também a incorporacdo de material solido, como

é 0 caso do extrato de prépolis, na formulagéo controlo.

Comparando a Figura 33 com a Figura 32, pode-se observar que o comportamento

de todas emulsdes é similar, verificando-se que para maiores valores de velocidade de
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rotacdo do spindle os valores de viscosidade obtidos diminuem. Verificou-se também a
existéncia de dois grupos distintos, quando utilizada a velocidade de rotacéo de 0,3 rpm,

independentemente do tipo de 6leo essencial testado.

Adicionalmente verificou-se que tanto o extrato hidroalcoolico de prépolis como o
mel MAC afetam a viscosidade das emulsdes aumentando-a ao contrario do mel OD,
com o qual néo se verifica qualquer alteracdo na viscosidade em relacdo ao controlo. As
alteracdes verificadas possivelmente devem-se a viscosidade do mel MAC ser superior
a do mel OD e a existéncia de particulas em suspensdo no extrato hidroalcoolico de

prépolis, o que condiciona a viscosidade medida (Barthelmes et al., 2003).

4.5 Analise da estabilidade da emulsao 2

Durante este estudo foram também avaliadas as caracteristicas de formulagdes
cosmeéticas preparadas tendo por base a emulsdo 2, que consistia num creme para
feridas, tendo-se posteriormente incorporado 6leos essenciais de Thymus zygis L. subsp.

zygis ou de Mentha pulegium e produtos apicolas.

4,5.1 Emulséo 2 contendo 6leo de essencial de Thymus zygis L. subsp.
zygis

Na Tabela XX encontram-se representados os valores do pH das formulagdes
cosméticas no dia em que foram elaboradas e quatro dias depois. Apresentam-se ainda
os valores obtidos para a densidade relativa, bem como os resultados dos testes da luz e

de vibracéo.

Como se pode observar na Tabela XX, a formulagdo cosmética F1, tendo por base a

emulsdo 2 e incorporando apenas 0 Oleo essencial de Thymus zygis L. subsp. zygis

Desenvolvimento de formulagdes cosméticas utilizando produtos apicolas e volateis de cogumelos silvestres:
determinacédo da estabilidade e toxicidade

89



2% VNIVERSIDAD
: DSALAMANCA

M l
Q INSTITUTO POLITECNICO
DE BRAGANGA

Resultados e discussao

apresentava um pH de 4,7. A introducdo de produtos apicolas na formulagéo 2 (F2-F6)
néo alterou o pH inicial das formulacdes. Deste modo, tendo em consideragdo o valor
do pH, podemos considerar que as varias formulagdes cosméticas preparadas sdo

adequadas para uso topico.

Tabela XX — Testes de estabilidade das formulacfes cosméticas preparadas com base na emulséo 2, com
incorporacdo de 6leo essencial de Thymus zygis L. subsp. zygis e produtos apicolas.

pH _ Densidade
t=0 pgi; 4 relativa Teste de luz \;ES:: g‘;
dias t=0 dias ¢
F1 47 36 0,55 Cor: beje; Aroma: Thymus Zyqgis Sem~
L. subsp. zygis alteracoes
. N[ . Sem
F2 47 3,6 0,56 Cor: N; Aroma: N alteracges
F3 47 4.4 0,48 Cor: N: Aroma: N Sem
alteracoes
. N[ . Sem
F4 47 3,6 0,60 Cor: N; Aroma: N alteracges
F5 47 36 0,52 Cor: N: Aroma: N Sem
alteracoes
C A . Sem
F6 47 3,6 0,59 Cor: M; Aroma: M alteracdes

Cor e aroma: N - Normal; M — Modificado

Foi feita a medicdo do pH dos dois méis assim como do extrato hidroalcodlico de
prépolis tendo-se obtido o valor de 4,4 e de 5 respetivamente. Uma vez que estes dois
valores sdo muito proximos do pH da formulacao de referéncia (F1), 4,7, era expectavel
gue ndo ocorresse uma variacdo significativa no pH das emulsdes aquando da

incorporacgdo dos produtos apicolas nas mesmas.

Contudo, ap6s quatro dias todas a formulacGes apresentaram uma tendéncia para
baixar o pH, demostrando que este é instavel. Esta alteracdo pode dever-se ao processo
de degradacdo dos compostos presentes no 0leo de améndoas doces frequentemente
designado por lipdlise e que resulta num aumento da proporc¢édo de acidos gordos livres,
provocando assim um aumento na acidez do 0leo e consequentemente da emulséo

(Savian et al., 2011). De modo a evitar a ocorréncia deste fendmeno poderiam ser
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utilizados &cido ascorbico (vitamina C) e tocoferol (vitamina E), os quais sdo agentes
antioxidantes com efeito sinergético (Burgess, 2005) evitando deste modo a oxidacéo
dos lipidos presentes no Gleo e consequentemente aumentando a estabilidade da

formulacéo.

Adicionalmente foi medida a densidade relativa de cada formulagdo, tendo-se
obtidos valores bastante proximos, pelo que se pode concluir que, tal como ocorre com

0 pH, a densidade relativa ndo é alterada pela utilizacdo dos produtos apicolas testados.

Todas as amostras foram submetidas ao teste de vibracdo, ndo tendo sido verificadas
quaisquer alteracdes, o0 que pode indicar a estabilidade das emulsdes relativamente a
este parametro. Como tal, pode-se concluir que é possivel fazer o transporte terrestre de

todas as emulsdes (F1-F6).

Quando submetidas ao teste de luz, apenas a formulacdo F6 apresentou alteracGes
relativamente a formulacdo F1, que serve de controlo. As alteracGes na cor € no aroma
ja tinham ocorrido antes de se proceder ao teste de luz, sendo devidas a utilizacdo do
extrato hidroalcodlico de propolis. Estas alteracdes tinham sido identificadas
anteriormente nas emulsdes FC6 e FC12, as quais apresentavam na composi¢do o

mesmo extrato.

Para além do pH e da densidade foi ainda avaliada a viscosidade de cada formulagéo
cosmética. Através de uma simples analise visual foi evidente a maior viscosidade das
formulacbes F1-F7, relativamente as formulacdes preparadas anteriormente FC1-FC12.
Como tal, e como o equipamento utilizado apenas permite obter leituras de viscosidade
até 2x10° mPa.s, ndo foi possivel determinar o comportamento das diferentes
formulacdes. Deste modo, ndo foi possivel determinar se a incorporagdo dos produtos
apicolas testados alteraria ou ndo a viscosidade da emulsdo de referéncia. A elevada
viscosidade apresentada por estas formulagGes cosméticas pode dever-se a presenca da
manteiga de karité, que se encontra no estado semissolido a temperatura utilizada para a

preparacgéo das formulagdes.
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Para além dos testes ja mencionados as formulagdes foram submetidas durante 15
dias a condigdes extremas de temperatura e humidade, 40°C e 75% de humidade relativa
(H.R.). Foram comparados o aroma e a cor das formulagdes com produtos apicolas na
composicdo (F2-F6) com a formulacdo de controlo F1, a qual possuia apenas 6leo

essencial, tendo-se obtido os resultados apresentados na Tabela XXI.

Tabela XXI — Resultados obtidos quando submetidas as amostras, com 6leo essencial de
Thymus zygis L. subsp. zygis e utilizando como base a emulséo 2, a 40°C e 75% de H.R..

Cor Aroma Separacgdo de fases Liquefacéo

F1 Amarela Tomilho + +
F2 N N + +
F3 N N + +
Fa N N + +
F5 N N + +
F6 M N + +

Cor e aroma: N - Normal; M — Modificado; + = Ocorréncia; - = Ndo ocorreu

Através da analise da Tabela XXI, pode-se concluir que apenas a emulsdo F6, a
qual possuia 6leo essencial de Thymus zygis L. subsp. zygis e extrato hidroalcoolico de
propolis, apresentou alteracGes a nivel da cor para um amarelo mais escuro quando
comparada, nas mesmas condices, com a emulsdo de controlo (F1). E de realcar, no
entanto, que a diferenca na cor e no aroma das duas preparaces ja tinha sido verificada
antes de se ter procedido a realizacdo deste teste, pelo que se pode concluir que a
alteracdo verificada ocorreu devido a presenca do extrato hidroalcodlico de prépolis, o

qual apresenta uma cor caracteristica.

Todas as amostras apresentaram separagdo de fases, 0 que se deve possivelmente a
diferenca de densidade das duas fases sob a influéncia da gravidade (Smaoui et al.,
2013). Verificou-se ainda a ocorréncia de liquefacdo de todas as amostras, 0 que pode
estar relacionado com a passagem de adgua da fase interna para a fase externa. De acordo
com Smaoui et al., (2013), uma outra possivel razdo para a ocorréncia de liquefacéo

esta relacionada com a diminuicéo da viscosidade. E de realcar que apesar de poder ter
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ocorrido uma aparente diminuigdo na viscosidade, os valores da mesma continuam a ser

superiores aos quais o viscosimetro rotativo utilizado permite registar.

A ocorréncia da liquefacédo e da separacdo de fases em todas as amostras, incluindo
a emulsdo base, indica que as emulsdes preparadas sao instaveis, apesar de a formulagéo
da emulséo 2 ter sido adaptada da literatura. Tal como se verificou com a formulagéo 1,
a instabilidade das formulagGes cosméticas preparadas podera estar relacionada com a
velocidade com que as duas fases da emulsdo sdo misturadas (Bernatoniene et al.,
2010).

Foram ainda preparadas formulagfes cosméticas tendo por base a emulsdo 2, com

incorporacgdo de dleo essencial de Mentha pulegium e de produtos apicolas (F7-F12).

4.5.2 Emulséo 2 contendo oleo de essencial de Mentha pulegium

Na Tabela XXI1 apresentam-se os valores do pH das formulagdes cosméticas no dia
em que foram elaboradas e quatro dias depois. Apresentam-se ainda os valores obtidos

para a densidade relativa, bem como os resultados dos testes da luz e de vibracéo.

Tabela XXI1 - Testes de estabilidade das formulagBes cosméticas preparadas com base na emulséo 2,
com incorporacdo de éleo essencial de Mentha pulegium e produtos apicolas.

Densidade

pH_ t=0 pH_ =4 relativa t=0 Teste da luz Teste qe
dias dias . vibracéo
dias
F7 47 47 0,50 Cor: amarela; Aroma: o - teracses
Mentha pulegium

F8 47 4.4 0,58 Cor: N; Aroma: N Sem alteracdes
F9 47 41 0,50 Cor: M; Aroma: N Sem alteracOes
F10 47 41 0,60 Cor: M; Aroma: N Sem alteracdes
F11 47 41 0,56 Cor: M; Aroma: N Sem alteracOes
F12 47 41 0,47 Cor: M; Aroma: M Sem alteracdes

Cor e aroma: N - Normal; M — Modificado.

Desenvolvimento de formulagdes cosméticas utilizando produtos apicolas e volateis de cogumelos silvestres:
determinacédo da estabilidade e toxicidade

93



.. VNiVERSIDAD
P SALAMANCA

M l
Q INSTITUTO POLITECNICO
DE BRAGANGA

Resultados e discussao

Como se pode observar na Tabela XXII, a formulagdo cosmética F7, que foi
preparada tendo por base a emulsdo 2 com a incorporacao de 6leo essencial de Mentha
pulegium apresentou um pH de 4,7. A introducdo de produtos apicolas nas formulacGes
cosméticas (F8-F12) ndo alterou o pH inicial das formulacdes, pelo que se pode
concluir, considerando apenas este pardmetro que as emulsdes podem ser aplicadas

topicamente.

Através da comparacdo dos valores do pH das formulacdes, tendo como base a
emulsdo 2, no tempo 0 com 6leo essencial de Thymus zygis L. subsp. zygis (Tabela XX)
e com Oleo essencial de Mentha pulegium (Tabela XXII) verifica-se que todas as
formulacGes possuem o pH de 4,7, pelo que se pode concluir que a utilizagdo destes
dois Oleos essenciais assim como dos produtos apicolas ndo altera o pH inicial da

emulsdo 2.

Ap0s 4 dias verificou-se uma diminuigdo do pH das emulsdes, tal como tinha sido
verificado nas emulsbes F1-F6, possivelmente devido ao aumento da proporcdo de
acidos gordos livres resultante da lipolise dos compostos presentes no 6leo de améndoas
doces. E de notar que a variacdo do pH ap6s quatro dias das emulsdes com 6leo
essencial de Mentha pulegium foi menos elevada quando comparada com a das
emulsBes com Gleo essencial de Thymus zygis L. subsp. zygis, possivelmente devido ao
poder antioxidante do Mentha pulegium (2,94+0,05 mmol Fe/100 g de peso fresco) ser
superior ao poder antioxidante do Thymus vulgaris (3,47+0,38 mmol Fe/100 g de peso
fresco) (Derakhshani et al., 2012)

Mediu-se a densidade relativa de cada formulacdo, tendo-se obtido valores
localizados no intervalo 0,47-0,6, pelo que se pode concluir que, tal como ocorre com o

pH, a densidade relativa ndo é alterada pela utilizagdo dos produtos apicolas testados.

Tal como ocorreu com as emulses F1-F6, quando submetidas ao teste de vibracao
as amostras com 0Oleo essencial de Mentha pulegium (F7-F12) ndo sofreram quaisquer

alteracdes, 0 que pode indicar a estabilidade das mesmas. Verificou-se ainda que como
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tinha sido observado nas formulagBes nas quais era utilizada a emulsdo 2 com oleo
essencial de Thymus zygis L. subsp. zygis, a viscosidade de cada emulsdo, a 25°C, era
superior a 2x10® mPa.s, o que reforca a ideia de que a diferenca de viscosidades entre a
emulsdo 1 e a 2 se deve a formulacdo das mesmas e ndo aos Oleos essenciais ou aos

produtos apicolas utilizados.

Ap0s submetidas as amostras a 40°C e com uma humidade relativa de 75%, a cor e 0
aroma das amostras foram comparados com a amostra de referéncia sem qualquer

produto apicola (F7), tendo-se obtido os resultados apresentados na Tabela XXIII.

Tabela XXII1I - Resultados obtidos quando submetidas as amostras com dleo essencial de Mentha
pulegium a 40 °C e 75% de H.R..

Cor Aroma Separacdo de fases Liquefagéo
F7 Amareloclaro Mentha pulegium + +
F8 N N + +
F9 N N + +
F10 N N + +
F11 N N + +
F12 N M + +

Cor e aroma: N - Normal; M — Modificado; + = Ocorréncia; - = Ndo ocorreu

Através da analise dos resultados apresentados na Tabela XXII1, conclui-se que a
amostra com extrato hidroalcodlico de prépolis foi a Unica que apresentou alteracdes
nomeadamente no aroma, apresentando 0 mesmo aroma que o extrato de prépolis. No
entanto, esta alteracdo ndo estd relacionada com as condic¢Ges utilizadas, mas com o

produto apicola, uma vez que ja tinha sido anteriormente verificada.

Tal como ocorreu com as amostras F1-F6, nas amostras nas quais foi utilizada a
emulsdo 2 como a formulacéo base, observou-se a ocorréncia de separacéo de fases e de
liguefacdo, o que apoia a conclusdo anterior, de que a emulsdo 2 é instavel,
possivelmente devido a velocidade de agitacdo utilizada, a qual influéncia a viscosidade
das emulsdes e consequentemente a estabilidade das mesmas (Bernatoniene et al.,
2010).
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E de realcar que os dois produtos apicolas testados ndo apresentam a capacidade de
atuar a nivel da estabilidade das duas emulsdes base testadas. No entanto, o 0leo

essencial de Mentha pulegium pareceu modificar de forma positiva a estabilidade das
formulacGes obtidas utilizando como base a emulséo 2.

4.6 Testes espectrofotométricos

No dia seguinte a elaboracdo das formulacGes cosmeéticas, procedeu-se ao registo
dos respetivos espectros UV-Visivel com o objetivo de determinar se alguma das

formulacGes apresentava capacidade de bloquear os raios UV solares, encontrando-se 0s
resultados nas Figuras 34 e 35.
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Figura 34 - Espectro UV-Vis das emulsdes F1-F6.

Pela andlise da Figura 34, pode-se observar que nos seis espectros as bandas de
absorcdo encontram-se na mesma posicao, verificando-se a existéncia de dois picos
méaximos de absorcdo, a 223 nm e a 311 nm. Estes dois picos devem-se aos compostos
existentes na formulacdo base utilizada, os quais apresentam possivelmente os grupos
funcionais dienos e aldeidos/ cetonas, 0s quais apresentam bandas tipicas dos
comprimentos de onda mencionados anteriormente.
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Contudo, pode-se concluir que a incorporagdo do mel OD (formulagbes F4 e F5),
independentemente da concentracdo, nas formulagdes provoca um efeito hipercromico
em comparacao com a formulacdo F1. Esta alteracdo deve-se possivelmente a alteracdo
na proporcao de alguns compostos, 0 que se traduz numa alteracdo na intensidade das

bandas.

Em relagdo a utilizacdo do mel MAC (F2 e F3) e do extrato hidroalcodlico de
prépolis (F6) nao foram identificadas alteracdes no espectro UV-Vis quando comparado

com o espectro da formulacéo controlo F1.
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Figura 35 — Espectro UV-Vis das emulsbes F7-F12.

Na Figura 35 pode-se observar o espectro UV-Vis das emulsfes F7-F12. Em todos
0s espectros das emulsdes testadas as bandas de absorcdo encontram-se na mesma
posicdo que as bandas de absorcdo das emulsbes F1- F6, o que reforca a conclusédo de
que os picos observados se devem a composi¢do da formulacdo base utilizada e ndo dos

produtos apicolas incorporados.

Verifica-se a existéncia de um efeito hipercromico para a amostra F12 em

comparacdo com a amostra F7, o qual estd possivelmente relacionado com o aumento
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da intensidade de alguns compostos provenientes do extrato hidroalcodlico de propolis

(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria, 2004).

Em relacdo as formulacbes FC1-FC12, tal como se pode observar um exemplo na
Figura 36 dos espectros feitos consecutivamente da formulacdo FC1, o espectro UV-
Vis néo apresenta bandas bem definidas como observado nos espectros das Figuras 34
e 35. Uma possivel explicagdo esté relacionada com dois dos componentes da emulsao
base 2, a ureia, a qual apresenta bandas de absorcdo a 260 nm e 280 nm, e o acido

salicilico que apresenta uma banda de absor¢éo a 260, ocultarem as bandas de absor¢édo

da emulsio.
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Figura 36 - Espectros UV-Vis da emulsdo FC1.

4.7 Atividade antimicrobiana das emulsdes

A pele e as mucosas tém, entre outras fungdes, o papel de defesa do organismo de
ataques microbianos. Contudo, estas podem ser danificadas aumentando a probabilidade

de ocorrer uma infecdo microbiana ao ser utilizado um produto cosmético. Deste modo,
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é importante avaliar a possivel contaminacdo microbiana das diversas formulagdes

cosmeticas preparadas.

A presenca de microrganismos no produto cosmético identificados como espécies
patogénicas para a pele, como leveduras indesejaveis ou bactérias aerébias mesoéfilas
pode indicar uma falha no processo de fabrico do mesmo (Scientific Committee on
Consumer Safety (SCCS), 2015). De acordo com a ISO 17516:2014 - Cosmetics -
Microbiology - Microbiological limits 1 g de formulacdo ndo deve conter Escherichia

coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphyloccocus aureus nem Candida albicans.

Neste estudo procedeu-se a analise microbioldgica das formulacdes desenvolvidas,
tendo-se testado as mesmas quanto a uma possivel contaminacdo flngica e/ou
bacteriana. Ndo foi observado qualquer crescimento microbiano em nenhuma das
amostras, pelo que se pode assim concluir que as mesmas ndo se encontravam
contaminadas, sendo 0 uso das mesmas considerado seguro e uma indicacdo de que o
sistema preservantes utilizado com os 0leos essenciais foi eficaz. A auséncia de
contaminacdo microbiana nas diversas formulacdes cosméticas preparadas podera estar
relacionada com a atividade antimicrobiana reportada na literatura para alguns dos seus

componentes.

Deste modo, procedeu-se & avaliacdo da atividade antimicrobiana de cada uma das
formulacBes, tendo-se verificado que tanto as formulacBes F1-F12, como as
formulagbes FC1-FC12, apresentavam atividade fungistatica contra o fungo Candida
albicans e bacteriostatica contra Staphylococcus aureus (gram-positiva), Pseudomonas
aeruginosa (gram-negativa) e a Escherichia coli (gram-negativa), possivelmente devido
as caracteristicas dos 6leos essenciais utilizados como preservantes. Sendo, contudo,

inferior a atividade observada tanto para o clorofenicol como para o fluconazol.

De acordo com o descrito na literatura tanto o 0leo essencial de Mentha pulegium
como o Oleo essencial de Thymus zygis L. subsp. zygis apresentam atividade

antimicrobiana contra a Candida albicans (Brahmi et al., 2016; Mahboubi & Haghi,
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2008; Nikoli¢ et al., 2014; Pina-Vaz et al., 2004). De acordo com o reportado por Pina-
Vaz et al., (2004) o 6leo essencial de Thymus zygis L. subsp. zygis é um forte potencial
fungicida contra este fungo devido ao dano provocado na membrana celular. Este autor
reportou ainda que 0s compostos carvacrol, timol e p-cimeno, presentes no Oleo
essencial demostraram apresentar igualmente atividade fungicida. Em relagdo ao 6leo

essencial de Mentha pulegium nédo é conhecido o seu mecanismo de ag&o.

Apesar de estar referenciado na literatura a atividade antifungica dos dois produtos
apicolas utilizados (Estevinho et al., 2011; Freires et al., 2016; Ota et al., 2001;
Tobaldini-Valerio et al., 2016) ndo se verificou que a utilizacdo dos mesmos afetou os
resultados obtidos.

Em relacdo as bactérias Staphylococcus aureus (gram-positiva), Pseudomonas
aeruginosa (gram-negativa) e Escherichia coli (gram-negativa) verificou-se a
existéncia, para todas as formulacGes de atividade bacteriostatica, a qual se deve
possivelmente a utilizacdo dos 6leos essenciais. Contudo, é de real¢cdo que a actividade

observada é inferior a do antibiotico utilizado como referéncia.

Foi reportado na bibliografia que o 6leo essencial de Mentha pulegium apresenta
atividade antimicrobiana contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Salmonella typhi e Pseudomonas aeroginosa (Jiang et al., 2011; Nikoli¢ et al.,
2014; Teixeira et al., 2012). De acordo com Kaloustian et al., (2008) o 6leo essencial
de Thymus zygis, tanto do quimiotipo timol como do quimiotipo carvacrol, é eficaz
contra as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Os estudos mencionados
reforcam a conclusdo de que o 6leo essencial utilizado é possivelmente o responsavel

pela atividade antibacteriana.

Em relacdo aos testes microbianos com Bacillus subtilis, verificou-se que todas as
formulacgdes apresentavam atividade superior a bacteriostatica, apresentando-se a zona

de inibicdo do crescimento na Tabela XXIV.
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Todas as formulaces demostraram apresentar forte atividade bacterioestatica contra
Bacillus subtilis, o que se deve provavelmente aos 6leos essenciais utilizados. Na
literatura ndo foi encontrada informacéo acerca de testes antibacterianos elaborados com
0 Oleo essencial de Thymus zygis em Bacillus subtilis, contudo sabe-se que o o6leo
essencial de Thymus vulgaris é bactericida em relacdo a esta estirpe (Sokovi¢ et al.,
2010).

Tabela XXIV — Actividade antimicrobiana das formula¢@es F1-F12, (n=3).

Diametro (mm) da Diametro (mm) da

Amostra zona de inibicéo Amostra zona de inibicéo
F1 2 FC1 1
F2 2 FC2 2
F3 2 FC3 2
F4 2 FC4 2
F5 1 FC5 1
E6 1 FC6 1
= 1 FC7 1
F8 2 FC8 2
F9 1 FC9 2
F10 2 FC10 1
F11 1 FC11 2
F12 2 FC12 2

E de realcar que ndo se notaram alteracdes consideraveis quando incorporados 0s
produtos apicolas, pelo que se pode concluir que a sua incorporagdo, nas concentragdes

utilizadas, ndo afeta de forma significativa os resultados microbiolédgicos obtidos.

4.8 Estudo de toxicidade dos extratos

De acordo com o Regulamento (EC) n°® 1223/2009 de 30 de novembro, relativo aos
produtos cosméticos, € proibida a comercializacdo de produtos cosméticos cuja
formulacdo final, ingredientes ou a combinagdo de ingredientes tenham sido ensaiados

em animais.
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O principio dos trés R’s (a reducéo, o refinamento e a substitui¢do) encontra-se na
base de toda a legislacdo europeia que regula atualmente os testes em animais. A
reducdo tem como base a aplicacdo correta do desenho experimental e da anélise
estatistica. O refinamento engloba a otimizacdo das técnicas experimentais, 0
conhecimento que os efeitos adversos dos protocolos implicam assim como a
implementacdo de medidas que diminuam o desconforto animal. A substituicdo passa
pela utilizacdo de softwares e de testes in vitro em vez da elaboracéo de testes nos quais

sdo utilizados animais (Guhad, 2005).

No decorrer deste estudo foram avaliadas duas formulacdes diferentes, as emulsdes
FC e F, obtidas a partir das formulagfes base 1 e 2, respetivamente. Nas Tabelas XXIV
e XXV encontra-se o resumo da avaliacdo da seguranca bioldgica dos ingredientes, com
base em valores obtidos a partir de estudos existentes na literatura, para cada um dos
componentes das duas formulagdes, nomeadamente a dose letal média (LDsp)
determinada por via oral, por via dérmica e por inalacdo e os valores de concentracao

letal média (LCso) determinada em diversos organismos aquéticos.

Na emulsdo 1 foram utilizados como ingredientes a vaselina, a lanolina, a ureia e 0
acido salicilico, tal como descrito na Secdo 3.10, e novamente apresentado na Tabela
XXV.
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Tabela XXV - Resumo dos valores de toxicidade para cada um dos componentes da emulsao 1.

Toxicidade Toxicidade Toxicidade -
. o - ~ Toxicidade A
CAS Ingrediente  oral aguda dérmica por inalacéo aquética (L Cso) Referéncias
(LDsy)  aguda (LDso) (LCs0) q 0
Pimephales (CHEM-
promelas (peixe)- >  SUPPLY PTY
_ Ratos: >5000  Ratos: > 2000 ég?)rm% Ln'qggn: LTD, 2015)
8009-03-8 Vaselina mg/kg mg/kg ) (crustéceo):> 10000 (The good
mg/L; 48 h scents
Algas:> 100 mg/L; company,
72h 2017a)
. Ratos: > 3200 Rato: > 1600
8006-54-0 Lanolina ma/kg ma/kg - - (GCF, 2012)
Poecilia reticulata
(peixe):16200-
18300 mg/L; 96h
Daphnia magna (Merck
. Ratos:8400 Ratos:8200 (crustaceo):3910 Millipore,
57-13-6 Ureia mg/kg mg/kg - mg/L; 48 h 2017)
Scenedesmus (SRP, 2003)
quadricauda
(alga):> 10,000
mg/L
Leuciscus idus
) (peixe):96 mg/L;
Acido Ratos:900 Ratos:> 2000 Ratos:> 900 24h
69-72-7 salicilico mg/kg mag/kg mg/m3, 1 h Daphnia magna (Garon, 2013)

(crustéaceo):105
mg/L; 24h

A vaselina ¢ uma combinacdo complexa de hidrocarbonetos obtida a partir da

desparafinagem de 6leo parafinico residual (European Commission, 2014b). A lanolina

é um derivado refinado de secrecdo sebacea de ovelha (European Commission, 2014a).

A ureia é um composto produzido no figado a partir da amonia através da perda do

grupo amina dos aminodcidos (National Center for Biotechnology Information, 2017).

O 4cido salicilico é um acido fraco produzido sinteticamente e pode ser encontrado em

plantas (National Center for Biotechnology Information, 2017b) .

De acordo com os dados indicados na tabela anterior, observa-se que o &cido

salicilico é o composto que apresenta menor valor de LDsp quando testado em ratos por

via oral. E de salientar que este composto é utilizado no tratamento de algumas doencas
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quando tomado por via oral. A vaselina e a lanolina, apresentam valores de LDsg por via

oral superiores a 5000 mg/kg e a 3200 mg/kg respetivamente.

A toxicidade dérmica aguda dos quatro reagentes foi determinada em ratos, tendo-se
obtido valores superiores a 1600 mg/Kg. Em relagdo a toxicidade por inalacdo, o valor
de LCso do acido salicilico em ratos foi superior a 900 mg/m?, tendo sido necessaria 1
hora para se verificar o efeito pretendido. Pode-se concluir que nenhum dos reagentes
utilizados é toxico quando a via de exposi¢édo € a via dérmica aguda, tendo em conta que
os valores de LCsp encontram-se aproximadamente entre 2000 mg/Kg e 5000 mg/Kg
(International Labour Organization, 2009).

A toxicidade aquética de trés dos compostos foi testada em diversos tipos de
organismos aquaticos da cadeia alimentar, nomeadamente peixes, crustaceos e algas. Os
valores obtidos foram bastantes dispares uma vez que estes animais sao biologicamente

muito distintos.

Na Tabela XXVI encontram-se os valores obtidos na literatura da toxicidade oral
aguda, da toxicidade dérmica aguda, da toxicidade por inalacdo e da toxicidade em
organismos presentes no meio aquético de cada um dos reagentes utilizados na emulséo
2.

A manteiga de karité é um 6leo vegetal obtido a partir da semente de Butyrospernum
parkii (European Commission, 2014d). O alcool cetilico € um surfactante nao ionico,
podendo ser obtido a partir de éleos vegetais como de palma ou de coco, ou ainda como
produto final na industria petrolifera (National Center for Biotechnology Information,
2017a). O bleo de améndoas doces € um 0Oleo vegetal obtido a partir da semente madura
da améndoa doce, Prunus amygdalus var. dulcis (European Commission, 2014c). A
glicerina é um liquido vegetal transparente sem odor, podendo ser obtido como um

subproduto da producéo de biodiesel ou de 6leos naturais (Christoph et al., 2006).
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Tabela XXVI - Resumo dos valores de toxicidade para cada um dos reagentes utilizados na emulséo 2.

Toxicidade em

Toxicidade Toxicidade Toxicidade OraanismMos
CAS Reagente oral aguda dérmica por inalacéo aguéticos Referéncias
(LDso) aguda (LDso) (LCs0) (LCs0)
Daphnia
magna:> 100
194043-92-0 Manteiga Ratos:>5 000 Ratos:>2 000 i mg/mL; 48 h (Interchimie,
de karité mg/kg mg/kg Brachydanio 2015)
rerio: > 10 000
mg/mL; 96 h
Brachydanio
rerio (peixe):1,1
mg/L; 96 h
) Ratos:5000 Rat0s:2220 Desmodesmus
36653-82-4 Alcool mg/kg Coelhos:> 2600 mg/rﬁ3/6H subspicatus (ChemlIDplus,
cetilico Ratinhos:3200 mg/kg (alga):235 mgl/L; 2017)
mg/kg 96 h
Daphnia magna
(crustéceo):1,7
mg/L; 48 h
4 (The good
8007-69-0 agléer? d(cj)gs Ratos:> Coelhos:> i ) scents
doces 5000 mg/kg 5000 mg/kg company,
2017b)
Carassius
Ratinhos:4090 (peia>1< l;;iu;ooo (Science lab,
56-81-5 Glicerol mg/kg Coelhos:10000 Ratos:> 570 mg/L.' 24 h 2013)
Ratos:12600 mg/kg mg/m3/1h L (OECD SIDS,
mg/kg Daphnia 2002)
magna:> 10000
mg/L; 24 h

De acordo com os dados recolhidos na literatura, a determinacéo do valor de LDsg

no teste de toxicidade oral aguda do alcool cetilico, do éleo de améndoas doces e do

glicerol foi elaborado com ratos.

Relativamente a toxidade por inalacdo, o valor de LDso para o glicerol foi superior a

570 mg/m®/1h, tendo-se testado esta substancia em ratos. Em relagio ao alcool cetilico e

ao glicerol, verifica-se que estes compostos foram testados em diversos tipos de

microrganismos aquaticos tendo-se observado que os valores sdo muito dispares.

Tal como verificado anteriormente, nenhum dos reagentes utilizados € toxico

quando a via de exposicdo é a dérmica, uma vez que os valores de LCso se encontram
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aproximadamente entre 2000 mg/Kg e 5000 mg/Kg (International Labour Organization,
2009).

De acordo com o Scientific Committee on Consumer Safety (SCCS) 2015, The
SCCS'S Notes of Guidance for the Testing of Cosmetic Ingredients and Their Safety
Evaluation 9th Revision a avalia¢do do risco € feita através da determinagdo da margem
de seguranga (MoS). A margem de seguranca é definida como a relacdo entre a dose
experimental mais elevada que ndo produz qualquer efeito sistemico (NOAEL — Non
Observed Adverse Effect Level) e a dose diaria absorvida (SED — Systemic Exposure

Dose) a qual o utilizador é exposto através da equacdo 1 (Tabela XXVI):

__ NOAEL (mg/kg /dia)

MosS SED (mg/kg /dia)

Equacdo 1

Considerando que a area de aplicacdo de um creme para os pés é de 1170 cm?, que
este é aplicado nos pés entre uma a duas vezes por dia, que o fator de retencdo € 1, e que
a exposicdo média estimada é de 1,2 g/dia (Bremmer et al., 2006), entdo a exposicao

diaria estimada sera de 20 mg/ kg de peso corporal/ dia.
Assim, o SED para a formulacdo 1 (Tabela XXVII) foi calculado utilizando a
equacéo 2:

C (%) _, DA (%)
100 100

SED (mg/kg/dia) = A (mg/kg/dia) X Equacéo 2

Onde A é a exposicdo diaria estimada ao produto cosmético; C corresponde a
concentracdo do ingrediente em estudo no produto cosmético final; DA €é a absor¢édo

dérmica.
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Tabela XXVII - Avaliacdo da margem de seguranca dos reagentes presentes na formulacao 1.

SED NOAEL

CAS Ingrediente  C (%) A (%) (mg/kg/di  (mg/kg/di  MoS Referéncias
a) a)
3000 (GlaxoSmithKli
. axoSmithKli
8009-03-8 Vaselina 63 100* 12,6 (ratos, dois 238 ne US, 2013)
anos)
8006-54-0 Lanolina 10 100* 2 - nc -
2250 (PCL sal
) sales,
57-13-6 Ureia 10 100* 2 (ratos, 12 1500 2013)
meses)
A i 150 (European
69-72-7 s Qﬁ'ﬁféo 5 100* 1 3000 chemical
(ratos) agency, 2015)

*De acordo com a Organizagdo para a Cooperacao e Desenvolvimento Econémico (OCDE), quando nédo
existem dados acerca da absorc¢do dérmica, a mesma é considerada 100%; nc= ndo calculado.

O valor de MoS no minimo de 100 indica que o ingrediente cosmético é considerado
seguro para ser utilizado. Este valor é o fator utilizado para extrapolar os resultados
obtidos num grupo de animais para a populagcdo humana. Os valores de MoS calculéaveis
para os trés ingredientes que constituem a formulacdo base 1, sdo todos superiores a
100, o que indica que os mesmos sdo considerados seguros na formulacdo cosmética e

consequentemente esta também o é.

Em relacdo a formulacdo base 2 ndo é possivel avaliar o valor de MoS dos
ingredientes desta, uma vez que tem como objetivo ser aplicada em pequenas feridas e
queimaduras e como tal ndo tem uma frequéncia e area de aplicacdo exatas. De acordo
com a Food and Drug Administration (FDA), este produto é considerado tanto um
cosmético como um medicamento, tendo de cumprir, de modo a poder ser colocado no
mercado, 0s regulamentos existentes para ambos (U.S. Food and Drug Administration,
2016).
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A Artemia salina L. é um crustdceo de agua salgada bastante resistente, sendo
utilizado com propdsitos educacionais e em testes de toxicidade, uma vez que se
reproduz rapidamente e o0 seu ambiente natural pode ser facilmente replicado.
Considerando a tendéncia de limitar a utilizacdo de animais em testes laboratoriais 0s
testes de toxicidade utilizando Artemia salina L. podem ser (teis para prever, num teste
simples e répido, a toxicidade de compostos puros e de extratos complexos, sendo um
guia para posteriormente proceder a outros testes. Como tal, este crustaceo foi utilizado
para determinar qual a concentracdo que provoca a morte de 50% da populacdo de
Artemia salina L. (LCso) quando utilizado o 6leo essencial de Thymus zygis L. subsp.
zygis e de Mentha pulegium, assim como os volateis obtidos a partir da cultura in vitro

de Clitocybe odora.

A toxicidade de uma planta e dos seus extratos na Artemia salina esta relacionada
com a composic¢ao quimica da mesma, e consequentemente com o efeito bioldgico dos
compostos. Este estudo é de extrema importancia para avaliar a necessidade da
realizacdo de estudos mais aprofundados dos extratos utilizados, como a determinacéo
da citotoxicidade em culturas de células, toxicidade cutanea (ocular e irritacdo cutanea),
entre outros. Deste modo, e apesar do teste de letalidade da Artemia salina ndo permitir
determinar o mecanismo de acdo dos extratos testados, é feita uma primeira avaliacdo
da citotoxicidade, sendo uma ferramenta para avaliar a citotoxicidade das plantas e para

avaliar a necessidade de efetuar estudos adicionais.

O DMSO é um solvente frequentemente utilizado em ensaios que tém como
finalidade a avaliacédo da citotoxicidade de extratos obtidos a partir de diversos produtos
naturais uma vez que 0 mesmo apresenta uma baixa toxicidade em Artemia salina. De
acordo com Thong et al., (2013) o DMSO apresenta um valor de LCso de 8,5%,
enquanto que o metanol, o etanol e o Tween 20 apresentam um valor de LCso em
Artemia salina de 6,4%, 3,4% e 2,5% respetivamente. Estes valores evidenciam a baixa

toxicidade do DMSO para a Artemia salina. Consequentemente, e tendo em conta que o

Desenvolvimento de formulagdes cosméticas utilizando produtos apicolas e volateis de cogumelos silvestres:
determinacédo da estabilidade e toxicidade

108



.. VNiVERSIDAD
P SALAMANCA

M l
Q INSTITUTO POLITECNICO
DE BRAGANGA

Resultados e discussao

DMSO é um excelente solvente no qual é possivel dissolver 6leos essenciais, este foi

utilizado para elaborar os testes de toxicidade tendo sido utilizado como solvente.

Previamente foi elaborado um ensaio com diferentes concentracdes de DMSO (0,4-
9,0 % v/v) com o objetivo de avaliar o efeito do mesmo na Artemia salina nas
condigdes utilizadas neste estudo e para evitar a presenca de falsos positivos. Para tal foi
determinada a percentagem de mortalidade e representada em funcdo da percentagem de
DMSO (v/v) utilizada (Figura 37).
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Figura 37 - Toxicidade do DMSO, expressa como a média das percentagem de mortalidade
de Artemia salina (n=3).

Pode-se observar que quanto maior a percentagem de DMSO utilizada, maior a
percentagem de mortalidade de Artemia salina L. evidenciando o efeito deste solvente
nos crustaceos utilizados. O valor de LCso obtido para 0 DMSO foi de 5,33%, o qual se
encontra relativamente proximo do descrito por Thong et al., (2013). Segundo
Barahona-Gomariz et al., (1994), o DMSO apresenta uma baixa toxicidade para a
Artemia salina L., no entanto verificou-se que 0s nauplios eram bastante sensiveis ao

mesmo, sugerindo uma relacdo entre a mortalidade e a concentragéo do solvente.
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Uma vez que se observou uma percentagem de mortalidade nula para 0,4% (v/v) de
DMSO, esta foi a concentracdo selecionada para a dissolucdo dos extratos a testar. Esta
concentracdo esta de acordo com a concentracdo maxima toleravel de 1,25% (v/v)
sugerida para a dissolugcdo de amostras em DMSO (Thon et al., 2013). Para a avaliagédo
da citotoxicidade dos extratos, utilizaram-se concentracdes de 6leos essenciais entre 1 e
0,1 mg/mL, que se encontram na gama da concentracdo utilizada nas formulagdes

cosmeéticas.

Os valores de LCso dos volateis de Clitocybe odora e dos oOleos essenciais de
Mentha pulegium e de Thymus zygis L. subsp. zygis foram inferiores a 100 ug/mL
(Tabela XXVIII). Tendo em consideracdo a classificacdo proposta por Medeiros &
Filho, (2016), um extrato apresenta toxicidade elevada caso os valores de LCso se
encontrem entre 0-500 pg/mL, toxicidade moderada caso se encontrem entre 500-1000
pug/mL e baixa toxicidade ou nenhuma caso o valor de LCsp seja superior a 1000 pg/mL.
Deste modo, e tendo em conta este critério, pode-se concluir que os extratos obtidos sdo
biologicamente ativos contra a Artemia salina, apresentando uma toxicidade elevada

para a mesma.

Tabela XXVIII - Resultados obtidos dos valores de LCs obtidos no teste de toxicidade aguda com
Artemia salina.

Volateis de Oleo essencial de Oleo essencial de Thymus
Clitocybe odora Mentha pulegium zygis L. subsp. zygis
LCso
<100 <100 <100
(ng/mL)

De acordo com o reportado num estudo realizado por Badisa et al., (2003)
evidenciou-se a elevada citotoxicidade contra a Artemia salina L. de um extrato
metanolico de Mentha pulegium, que apresentou um valor de LCs0=347,3 pg/mL o que

se encontra de acordo com os resultados obtidos neste estudo. Considerando que de
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acordo com Sutil et al. (2006), a pulegona apresenta uma elevada toxicidade (LCs0=300
pg/mL) relativamente & Artemia salina é possivel que a presenca deste composto, o qual
segundo Mata et al., (2007) é o composto maioritario no 6leo essencial de Mentha
pulegium, tenha contribuido para a elevada toxicidade apresentada por este Gleo

essencial.

No desenvolvimento de cada formulacdo, a concentracdo de cada um dos 6leos
essenciais utilizados foi de 7,86x10° g/g (6leo essencial/creme), pelo que a
concentracdo do 6leo de Mentha pulegium na formulacdo cosmética é inferior a 0,2%.
Mesmo considerando que o Oleo essencial € constituido 90% por pulegona, a
concentracdo desta nas formulacdes cosméticas € inferior a 1% pelo que se pode
concluir as formulagdes estdo de acordo com o recomendado pelo comité do Cosmetic

Ingredient Review (CIR).

A andlise da composicdo do extrato obtido a partir micélio in vitro de Clitocybe
odora, descrita na Secdo 4.2.1, mostrou que o espatulenol é o composto maioritario
detetado, tendo contribuido com 21,1% da area cromatogréafica total dos compostos
identificados. Considerando que o espatulenol é o composto maioritario que compde o
extrato de Clitocybe odora obtido e tendo em conta que o mesmo é considerado
citotoxico (Areche et al., 2009) é possivel que o valor de LCso obtido para a Artemia

salina se deva a presenca deste composto.

De acordo com os resultados obtidos por Dandlen et al., (2011), o composto
maioritario presente no 6leo essencial de Thymus zygis L. subsp. zygis € o carvacrol, o
qual foi também o composto maioritario detetado na composicdo dos volateis desta
espécie, descrita na secdo 4.2.3. Apesar de ndo terem sido encontrados na literatura
valores de LCso em Artemia salina, existem diversos estudos que reportam a toxicidade
deste composto (Ipek et al., 2005; Monzote et al., 2009; Tasdemir et al., 2006), 0 que
permite inferir o seu contributo para a elevada toxicidade verificada para o Oleo

essencial de Thymus zygis L. subsp. zygis.
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4.9 Potencial ocular irritativo das formulagoes

Para além da citotoxicidade, avaliada através do ensaio com Artemia salina,
pretendeu-se também determinar o potencial irritativo das formulacGes cosméticas
preparadas. Deste modo, utilizou-se o teste HET-CAM (Hen's Egg Test-Chorioallantoic
Membrane), que fornece informacdo acerca do potencial ocular irritativo de uma dada
substancia, bem como dos efeitos que a mesma pode provocar na membrana ocular
(Eiras et al., 2017). Este método é baseado na similaridade entre a membrana
corioalantdica (CAM) de um ovo de galinha com embrido e os tecidos mucosos

vascularizados dos olhos de coelhos e de humanos (Barile, 2010).

Este método tem o potencial de refinar e reduzir a utilizagdo de animais usados em
testes de irritacdo da mucosa ocular, reduzindo também a dor e o sofrimento dos
coelhos pela sua exclusao dos referidos testes (Barile, 2010). Pode também ser utilizado
como um teste preliminar antes de se decidir quanto a necessidade de ser feito um

estudo animal mais aprofundado (Scheel et al., 2011).

O principio do teste HET-CAM baseia-se na medi¢do do potencial de ser induzida
uma reacdo indesejada na membrana corioalantéide do ovo de galinha pela substancia
em analise. Aquando da avaliagdo do efeito deve-se verificar se ocorre hemorragia,
coagulacdo ou heperemia dos vasos sanguineos e avaliar a toxicidade da substancia
tendo como base o indice de irritacdo (IS) (De Aradjo et al., 2014; National Toxicology
Program Interagency Center for the Evaluation of Alternative Toxicological Methods,
2006).

De acordo com Mansur et al. (2006), e tal como descrito mais detalhadamente na
Secéo 3.17, os efeitos irritantes observados séo classificados quantitativamente, tendo
em consideracdo o tempo no qual foram detetados, possibilitando o célculo do IS da

formulacdo cosmética testada.
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De acordo com o Interagency Coordinating Committee on the Validation of
Alternative Methods (ICCVAM), os resultados obtidos neste teste s6 sdo considerados
validos caso o controlo positivo seja considerado severamente irritante (1S=9-21) e o

controlo negativo ndo seja considerado irritante (1S=0-4,99).

Nos ensaios realizados, verificou-se que quando se aplicou o controlo negativo
(NaCl 0,9% (m/v)) na membrana ndo foi observada qualquer alteracdo na mesma
durante o periodo de 300 segundos, 0 que corresponde a uma situacdo de ndo
irritabilidade (1S=0). Pelo contrario, para o controlo positivo (NaOH 1% (m/v) foi
observada heperemia, hemorragia e coagulacdo dos vasos sanguineos em poucos
segundos (~2 segundos) (Figura 38 A e B respetivamente), correspondendo a uma
situacdo de irritabilidade severa (1S=21). Assim, considerando os critérios descritos
anteriormente, bem como os resultados obtidos para os controlos negativo e positivo,
poderemos considerar como validos os resultados obtidos com o teste HET-CAM para

as formulagdes cosméticas preparadas e que sao descritos de seguida.

Figura 38 - Teste de toxicidade das solugdes controlo; (A — Controlo negativo; B — Controlo
positivo).

Na Tabela XXIX encontram-se os valores do IS obtidos para as formulagbes F1-
F12.
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Tabela XXIX - Valores de IS para as formulagdes F1-F12.
Formulacdo Hemorragia Heperemia Coagulacdo 1S Classificagéo

F1 - - - 0 Nao irritante
F2 - - - 0 Nao irritante
E3 - - - 0 Nao irritante
F4 - - - 0 Nao irritante
F5 - - - 0 Nao irritante
F6 - - - 0 Nao irritante
F7 - - - 0 Nao irritante
ES - - - 0 Nao irritante
F9 - - - 0 Nao irritante
F10 - - - 0 Nao irritante
F11 - - - 0 Nd&o irritante
F12 - - - 0 NA&o irritante

Quando aplicadas as formulagcbes mencionadas na camara ndo se verificou a
ocorréncia de hemorragia, coagulacdo ou heperemia dos vasos sanguineos, o que sugere
que as formulacdes serdo seguras.

Na Tabela XXX encontra-se os valores do IS obtidos para as formulagdes FC1-

FC12.

Tabela XXX - Valores de IS para as formulagdes FC1-FC12.
Formulacdo Hemorragia Heperemia Coagulacdo IS Classificagdo
FC1 3 - - 3 Nao irritante

FC2 3 - - 3 Né&o irritante
FC3 3 - - 3 Ndo irritante
FC4 3 - - 3 Né&o irritante
FC5 3 - - 3 Né&o irritante
FC6 3 - - 3 Ndo irritante
FC7 3 - - 3 Nao irritante
FC8 3 - - 3 Nao irritante
FC9 3 - - 3 Nao irritante
FC10 3 - - 3 Nao irritante
FC11 3 - - 3 Nao irritante
FCi12 3 - - 3 Nao irritante
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Os valores de IS obtidos para as formulagbes FC1-FC12 encontram-se entre 0 e
4,99 pelo que estas sdo consideradas ndo irritantes, o que foi confirmado pela
inexisténcia de heperemia ou de coagulacdo dos vasos sanguineos. A ocorréncia de
hemorragia na membrana corioalantéide do ovo possivelmente deve-se a formulacao
base FC, uma vez que ao serem analisadas as formulacdes obtidas a partir da

formulacéo F este resultado ndo se verificou.

Os resultados obtidos através do teste HET-CAM sugerem que as diversas
formulacBes cosméticas preparadas ndao possuem um potencial irritativo ocular
significativo. No entanto, devemos ter em atencdo que o teste de HET-CAM apresenta
algumas limitacBGes, uma vez que a substancia de teste pode interferir com a visdo da
CAM. E possivel que ocorra uma falsa observacdo, principalmente caso a substancia
seja solida ou turva, pelo que os testes padronizados e regulares deveriam ser efetuados
com solugdes saturadas da substancia sélida no caso em que a cinética da solucéo afeta
as propriedades irritantes da CAM (Scheel et al., 2011).

Futuramente, para além do teste hemolitico com células vermelhas de ovelha (RBC
— Red Blood cells), poderao ser realizados testes adicionais para confirmar os resultados
obtidos, nomeadamente 0 método de ensaio de opacidade e permeabilidade da cornea
em bovinos (BCOP- Bovine Cornea Opacity Permeability) o qual mede a capacidade de
um quimico induzir a opacidade e permeabilidade na cérnea isolada de bovinos (De
Arauljo et al., 2014) e o método de testes em olhos isolados de galinhas, o qual avalia a
capacidade de um composto quimicos induzir toxicidade no olho de uma galinha
(Wilson et al., 2015).
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5 Conclusdes e perspetivas futuras

Neste trabalho, analisou-se o crescimento do fungo Clitocybe odora in vitro em dois
meios de culturas diferentes, MMN incompleto e PDA. O meio MMN incompleto
permitiu obter uma taxa de crescimento mais elevada, tendo sido o escolhido para se
proceder & extracdo-destilagdo LN dos volateis do micélio in vitro, no qual foram
identificados como compostos maioritarios o espatulenol e o p-cariofilenoEstes
compostos, de acordo com a literatura, ndo foram identificados em amostras in vivo,
sendo 0 composto maioritario presente nestas o p-anisaldeido. O extrato obtido a partir
das amostras in vitro exibiu uma elevada toxicidade em Artemia salina, tendo-se obtido
uma taxa de mortalidade de 100%, o que se deve possivelmente a presenca de

espatulenol como composto maioritario do extrato.

O espatulenol devido as propriedades antimicrobianas apresenta um elevado
potencial para ser incorporado numa formulacdo cosmética e considerando que é o
composto maioritario presente no extrato obtido do micélio in vitro de Clitocybe odora
potencia a utilizacdo deste extrato como uma fonte alternativa para este composto, que
no futuro podera fazer parte da composicdo de uma formulacdo cosmética. Para além
disso, e uma vez que o crescimento de uma cultura in vitro é independente da altura do
ano, sendo apenas necessario a utilizacdo das condi¢des 6timas de luz e de temperatura,
esta metodologia podera ser utilizada para o crescimento micelial do Clytocibe odora.
No entanto, tendo em conta que a composicdo do extrato varia com o método de
extracdo utilizado, no futuro poderdo ser testados métodos alternativos de modo a obter

extratos com propriedades relevantes na industria cosmética.

Verificou-se que a incorporacdo dos produtos apicolas ndo afetou o pH das
formulacBes nem a sua densidade relativa, tendo-se verificado, no entanto, a ocorréncia
de alteracBes na viscosidade das emulsbes para valores de velocidade de rotacdo do
spindle baixos (0,3 rpm). Os testes de estabilidade a curto prazo evidenciaram a

ocorréncia de separacdo de fases, sugerindo que as formulacGes cosméticas, preparadas
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de acordo com a metodologia adotada, ndo sdo estaveis. Esta instabilidade podera estar
relacionada com a velocidade com que as duas fases das emulsfes sdo misturadas. De
modo a estabilizar as amostras futuramente poderd ser feita uma otimizacdo da
velocidade de mistura da fase aquosa e da fase com dleo que compdem a emulsao,
utilizando adicionalmente um agente estabilizante. Neste teste verificou-se também que
a utilizacdo do extrato hidroalcodlico de propolis afetava a cor das emulsdes, 0 que se ja
tinha sido verificado antes da elaboracio do ensaio. E de realcar que a distinta
procedéncia dos dois méis utilizados nao pareceu afetar de forma relevante os resultados

obtidos nos testes de estabilidade, microbioldgicos ou fisico-quimicos.

O sistema de preservacgdo utilizado, constituido pelos 6leos essenciais de Mentha
pulegium e Thymus zygis L. subsp. zygis foi eficaz, ndo se tendo verificado
contaminacdo das formulacbes cosméticas. Verificou-se ainda que todas as formulacdes
apresentavam atividade fungistatica em relagdo a Candida albicans e bacteriostética
para 0s microrganismos Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli. Em relacdo a bactéria Bacillus subtilis, verificou-se que todas as
emulsdes inibiam o crescimento da mesma, apresentando um forte efeito
bacterioestatico. Relativamente aos dois produtos apicolas, verificou-se que apesar de
estes serem reportados na bibliografia como agentes bactericidas e fungicidas, a sua
incorporacdo em formulagcdes cosméticas ndo alterou os resultados obtidos quando

comparados com o controlo sem 0s mesmos.

E de realcar que a distinta procedéncia e possivelmente composicdo dos dois méis
utilizados (apesar de ambos serem de rosmaninho, serdo meis de Lavandulas sp.
maioritariamente diferentes, uma vez que a distribuicdo das espécies é também diferente
entre estas duas zonas do pais) assim como a concentracdo dos mesmos ndo pareceu
afetar de forma relevante os resultados obtidos nos testes de estabilidade,

microbiologicos e fisico-quimicos.
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Os resultados obtidos do teste com Artemia salina indicam que os dois 6leos sao
toxicos para este crustaceo, tendo-se obtido valores de LCs0<100 pg/mL. De acordo
com a literatura, a pulegona e o carvacrol sdo 0os componentes maioritarios dos 6leos
essenciais do Mentha pulegium e de Thymus zygis L. subsp. zygis, respetivamente.
Apesar de ndo ter sido possivel encontrar na literatura valores de LCso para o carvacrol
existem diversos estudos que reportam a toxicidade deste composto, 0 que permite
inferir o seu contributo para a elevada toxicidade verificada para o 6leo essencial do
Thymus zygis L. subsp. zygis. Em relacdo a pulegona, esta é reportada como
apresentando uma elevada toxicidade (LCso=300 pg/mL) para a Artemia salina pelo que
é possivel que a presenca deste composto no 6leo essencial de Mentha pulegium seja o

responsavel pela toxicidade do mesmo.

Apesar do teste de letalidade da Artemia salina ndo permitir determinar o
mecanismo de acdo dos extratos testados, foi possivel mostrar a elevada toxicidade dos
mesmos. Este teste permite fazer uma primeira avaliagdo da citotoxicidade, sendo uma
ferramenta para avaliar a citotoxicidade das plantas e para avaliar a necessidade de
efetuar estudos adicionais. Futuramente pode-se vir a determinar se existe uma interacédo
sinergética entre 0os compostos que constituem 0s extratos ou se a toxicidade dos

mesmos esté relacionada com um Unico composto.

Os resultados obtidos através do teste HET-CAM sugerem que as diversas
formulagGes cosméticas preparadas ndo possuem um potencial irritativo ocular
significativo. Futuramente, para além do teste hemolitico com células vermelhas de
ovelha (RBC), poderdo ser realizados testes adicionais para confirmar os resultados
obtidos, nomeadamente 0 método de ensaio de opacidade e permeabilidade da cornea
em bovinos (BCOP), o qual mede a capacidade de um quimico induzir a opacidade e
permeabilidade na cornea isolada de bovino e o método de testes em olhos isolados de
galinhas, o qual avalia a capacidade de um composto quimicos induzir toxicidade no

olho de uma galinha.
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7 Anexos

7.1 Composicdo do meio de cultura Melin-Norkans Modificado
Incompleto (MMN incompleto)

Composto  Concentracdo (g/L)

NaCl 0,025
(NH4):HPO4 0,250
KH.PO, 0,500
FeCls 0,005
MgS0..7H,0 0,150
Tiamina 1,00 x 10*
CaCl, 0,05
Glucose 10,0
Agar 20,0

7.2 Composicao do meio de cultura Potato Dextrose Agar (PDA)

Composto Concentragdo (g/L)

PDA 39,0
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7.3 Composicéo do meio de incubacéo de Artemia salina L.

Composto Concentragéo (g/L)

sal 2,00-2,20
MgSO. 1,30
caCl, 0,30
KCl 0,20
NaHCOs 2,00
MgCl, 1,00

7.4 Composicéo do meio de crescimento bacteriano

Composto Concentracéo (g/L)

Extrato de carne 3
Peptona 5
Agar 15

Desenvolvimento de formulages cosméticas utilizando produtos apicolas e volateis de cogumelos silvestres:

determinacéo da estabilidade e toxicidade

153



( 38, VNIVERSIDAD
INSTITUTO POLITECNICO E B SALAMANCA
DE BRAGANGA G T ————

Anexos

7.5 Composicado do meio de crescimento de leveduras

Composto Concentracéo (g/L)
Glucose 20
Extrato de levedura 5
Peptona 10
Agar 20

7.6 Espectro GC da analise de volateis de Thymus zygis subsp. zygis
obtido por destilacdo-extracdo com um aparato de LN

Carvacrol

v-Terpineno

p-Cimeno
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7.7 Espectro GC da analise de volateis de Mentha pulegium obtido por
destilacdo-extragcao com um aparato de LN
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