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Resumo

Introducdo: Atualmente tem-se verificado um interesse cada vez maior na
procura de compostos bioativos provenientes de plantas arométicas e medicinais, com

potencial de aplicacdo nas &reas alimentar, farmacéutica e cosmética.

O lapulo (Humulus lupulus L.) ¢ mundialmente conhecido como matéria prima
essencial na indlstria cervejeira, no entanto, estudos recentes tém revelado varios
beneficios, com especial énfase para as atividades antibacteriana, antifungica e

antioxidante, com potencial de aplica¢do na saude.

No processo da producdo da cerveja, sdo utilizados os cones da planta, sendo que
a parte vegetativa é descartada, embora a literatura indique que esta possuiu compostos
igualmente interessantes. Ainda, o perfil fitoquimico e as propriedades biologicas e

farmacoldgicas da parte vegetativa permanecem pouco estudadas.

Objetivos: Este trabalho teve como principal objetivo desenvolver uma
formulacdo em gel, incorporando extratos hidroalcodlicos de cones e partes vegetativas
das variedades Nugget e Polaris de Humulus lupulus L. e de lupulo espontaneo, e
subsequentemente avaliar o gel em termos de estabilidade. Além disso, pretendeu-se
determinar o perfil fitoquimico dos extratos hidroalcodlicos de lupulo, assim como avaliar
a capacidade antibacteriana e antifungica destes extratos e também do 6leo essencial de

Thymus zygis subsp. zygis.

Materiais e Métodos: Procedeu-se assim, por LC-MS/MS, ao estudo fitoquimico

dos extratos hidroalcoolicos previamente obtidos a partir de cones e partes vegetativas

das duas variedades de lupulo, Nugget e Polaris, e de lupulo esponténeo.

Também se fez a extracdo do 6leo essencial de Thymus zygis subsp. zygis por
hidrodestilagdo, com recurso a um Clevenger, e a avaliacdo da sua capacidade de inibigédo
do crescimento bacteriano e fngico, propriedade igualmente avaliada para os extratos de
lUpulo, através do metodo de microdiluicdo em caldo e método de difusdo em agar,

respetivamente.
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Adicionalmente, a estabilidade das formulacGes em gel preparadas com diferentes
concentragfes dos extratos de Iupulo, (1,25%, 2,5% e 5%) foram avaliadas através de
uma série de ensaios fisico-quimicos de que sdo exemplo a determinacdo do pH,
densidade, avaliacdo da textura, vibracdo mecanica, teste espectrofotométrico,
centrifugacdo, humidade relativa, teste de luz, variacdo extrema de temperatura

consecutiva e avaliacdo das caracteristicas organoléticas (odor, cor e aspetos gerais).

Resultados: Os testes de estabilidade ndo revelaram separacdo de fases ou
liquidificacdo das amostras de gel preparadas. Em relacdo ao teste de vibracdo, nao
ocorreram alteragfes nas formulacGes, o que indica que as mesmas poderdo ser
transportadas por transporte terrestre sem ocorrerem modificacfes. Nao se registaram
alteracbes nas caracteristicas organoléticas das formulacbes, no teste de humidade
relativa nem no teste de variacao extrema da temperatura. As formulacGes apresentaram
um pH é&cido, entre 5,93+0,047 e 6,16+0,047 e uma densidade aparente entre 1,08+0,00
Kg/m? e 1,14+0,03 Kg/m=. No teste espectrofotometro as formulacdes contendo
concentracdes maiores de extrato obtiveram valores maiores de absorvancia. Embora a
firmeza das formulacbes ndo tenha aumentado com o aumento das concentracdes dos

extratos, a consisténcia diminuiu com o aumento das concentragcfes dos extratos,

O oleo essencial de Thymus zygis subsp. zygis apresentou atividade antibacteriana
e antifangica contra todas as estirpes de bactérias e fungos testadas, apresentando maior
atividade antibacteriana contra S. aureus com um MIC igual a 0,031%, e menor atividade
antibacteriana contra a P. aeruginosa com um MIC igual a 1,25%. Relativamente aos
extratos hidroalcodlicos do lGpulo, estes ndo apresentaram atividade antibacteriana e

antiflngica contra as estirpes de bactérias e fungos, nas concentra¢des utilizadas.

O estudo e comparacdo do perfil fendlico dos extratos de cones e partes
vegetativas, das variedades Nugget e Polaris de lupulo e de lapulo espontaneo, permitiu

identificar trinta compostos, dos quais acidos alfa e beta, 4cidos fendlicos e flavonoides.

Conclusdo: Pode concluir-se com este trabalho, que a incorporacdo de extratos
hidroalcoolicos de lGpulo em formulagdes de gel com polimero de Carbopol, ndo altera a
maior parte das propriedades fisico-quimicas avaliadas. O dleo essencial de Thymus zygis

subsp. zygis pode ser utilizado como conservante das formulagdes uma vez que possui
6
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propriedades antibacterianas e antifingicas. As partes vegetativas, assim como 0s cones
das variedades Nugget e Polaris de lupulo e de lupulo espontaneo, possuem compostos

importantes do ponto de vista cosmético.

Palavras-chave: Humulus lupulus L., Iipulo, cosméticos naturais, bioatividade, Thymus
zygis subsp. zygis, compostos fenolicos, extratos hidroalcodlicos, 6leo essencial.
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Abstract

Introduction: Nowadays there is an increasing interest in the search for bioactive
compounds obtained from aromatic and medicinal plants, with potential application in

the food, pharmaceutical and cosmetic areas.

Hops (Humulus lupulus L.) is known worldwide as an essential raw material for
the beer industry, however, recent studies have revealed benefits, with special emphasis
on antibacterial, antifungal and antioxidant activities, with potential applications in
health.

In the beer production process, the cones of the plant are used, and the vegetative
part is discarded, although the literature indicates that it had also interesting compounds.
Still, the phytochemical profile and the biological and pharmacological properties of the

vegetative part of hops remain poorly studied.

Objectives: This work as main objective to develop a gel formulation,
incorporating hydroalcoholic extracts of cones and vegetative parts of the varieties
Nugget and Polaris of Humulus lupulus L. and spontaneous hops, and subsequently to
evaluate the stability of the gel. Furthermore, it was intended to determine the
phytochemical profile of the hydroalcoholic extracts of hops, as well as to evaluate the
antibacterial and antifungal capacity of these extracts and also of the essential oil of
Thymus zygis subsp. Zygis.

Materials and Methods: LC-MS/MS was used for phytochemical study of

hydroalcoholic extracts previously obtained from cones and vegetative parts of the two

varieties of hops, Nuggets and Polaris, and spontaneous hops.

The essential oil of Thymus zygis subsp. Zygis was obtained by Clevenger
apparatus and their antimicrobial properties evaluated. This activity was also determined

for hops extracts.

Additionally, the stability of gel formulations prepared with different levels of
hops extracts (1.25%, 2.5% and 5%) were evaluated through a series of physical-chemical

tests such as the pH, density, texture evaluation, mechanical vibration,

8
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spectrophotometric test, centrifugation, relative humidity, light test, consecutive extreme

temperature variation and evaluation of organoleptic characteristics.

Results: The stability tests did not reveal phase separation or liquefaction of the
prepared gel sample. Regarding the vibration test, there were no changes in the
formulations, which indicates that they can be transported by ground transport without
changes. There was no change in the organoleptic characteristics of the formulations, and
the relative humidity test also revealed no changes in the formulations as well as in the
extreme temperature variation test. The formulations showed an acid pH, between
5,93+£0,047 and 6,16+0,047. The apparent density of the formulations test, showed an
apparent density of formulations between 1,08+0,00 Kg/m= and 1,12+0,00 Kg/m=. In the
spectrophotometer test, formulations containing higher concentrations of extract obtained
higher absorbance values. While firmness of the formulations did not increase with the
increase of the concentrations of the extracts, the consistency of the formulations
decreased with the increase of the concentrations of the extracts.

The essential oil of Thymus zygis subsp. zygis showed antibacterial and antifungal
activity against all strains of bacteria and fungi tested, showing greater antibacterial
activity against S. aureus with a MIC equal to 0,031%, and less antibacterial activity
against P. aeruginosa with a MIC equal to 1,25%. Regarding the hydroalcoholic extracts
of the hops, they did not show antibacterial and antifungal activity against strains of

bacteria and fungi, in the concentrations used.

The study of the phenolic profile of cones and vegetative parts, of the Nugget and
Polaris varieties of hops and of spontaneous hops, allowed the identification of thirty

compounds, of which alpha and beta acids, phenolic acids and flavonoids.

Conclusion: It can be concluded with this work, that the incorporation of
hydroalcoholic extracts of hops in gel formulations with polymer of Carbopol, does not
alter most of the evaluated physicochemical properties. The essential oil of Thymus zygis
subsp. zygis can be use as preservative in the formulations since it has antibacterial and
antifungal properties. The vegetative parts, as well as the cones of the Nugget and Polaris
varieties of hops and the spontaneous hops, have important compounds from the point of

view of cosmetics.
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Keywords: Humulus lupulus L., hops, natural cosmetics, bioactivity, Thymus zygis
subsp. zygis, phenols, hydroalcoholic extracts, essential oil.
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1.Introducéo
1.1 Cosméticos

O termo “cosméticos” deriva do grego “Kosm tikos” que significa “tendo o poder de
arranjar, habil na decoracdo”, de dar “kosmein”, para enfeitar, ¢ “kosmos”, ordem,
harmonia (Halla et al., 2018). Segundo o regulamento do Conselho da Unido Europeia e
0 Decreto-Lei n.° 296/98, de 25 de Setembro disponibilizado no Infarmed, um produto
cosmeético e de higiene corporal define-se como qualquer substancia ou mistura destinada
a ser posta em contato com as partes externas do corpo humano (epiderme, sistema
capilar, unhas, labios e 6rgdos genitais externos) ou com os dentes e as mucosas da
cavidade oral com a finalidade de, exclusiva ou principalmente, os limpar, perfumar,
modificar o seu aspeto e ou proteger ou 0s manter em bom estado e ou de corrigir 0s
odores corporais (INFARMED, 2020; PARLAMENTO EUROPEU E DO CONSELHO,
2009).

A pele € o0 6rgao de maior dimensao do organismo humano revestindo quase toda a
superficie do corpo, constituindo uma barreira eficaz de defesa e regulacao, assegurando
as relacdes entre o meio interior e exterior. E a pele que determina o aspeto ou a aparéncia,
imprime carécter sexual e racial e protege o corpo, pelo facto de se tratar de uma barreira
dotada de resisténcia, semi-permeabilidade e plasticidade (Benedetto, 1998). Para manter
a pele saudavel e para melhorar a aparéncia fisica e prevenir processos naturais que
influenciam a aparéncia exterior do ser humano utilizam-se cosméticos (Chaiyasut et al.,
2018).

Os produtos cosméticos podem ser classificados quanto ao uso, campos de aplicacéo,
funcbes, forma de preparacdo, idade ou sexo do consumidor, entre outros, sendo que
podem ser classificados em (Halla et al., 2018):

e Cosmeticos para limpeza pessoal (sabonetes, desodorizantes, champ0s);
e Cosmeéticos para os cuidados da pele e do cabelo (cremes corporais);
e Cosmeéticos para embelezamento (perfumes);

e Cosmeéticos de protecdo (produtos solares, produtos antirrugas);
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e Cosmeticos corretivos (méascaras de beleza, tinturas de cabelo);
e Cosmeéticos de manutencédo (creme de barbear, cremes hidratantes);

e Cosmeticos ativos (antissépticos).

A administracdo cutanea de produtos cosméticos é uma via especialmente destinada
a obtencdo de uma acdo topica, mais ou menos profunda. Os ingredientes utilizados na
producdo de produtos cosméticos, dependem muito do tipo de formulacdo pretendida
(creme, gel, emulsdo, locdo, etc.). Ainda assim, as principais matérias primas utilizadas
na composicdo de um produto cosmético sdo a agua, materiais oleosos, como 0leos,
gordura e cera, surfactantes, umectantes, agentes espessantes, antioxidantes,
conservantes, agentes corantes, como corantes e pigmentos, juntamente com vitaminas,

extratos de plantas e fragrancias (Mitsui T, 1997).

As preparacfes semissolidas apresentam aspeto homogéneo e destinam-se a
libertacdo local das substancias ativas. S&o constituidas por um excipiente, simples ou
composto, no qual sdo dissolvidas ou dispersas uma ou varias substancias ativas. Os
excipientes que se utilizam podem ser substancias de origem natural ou sintética e podem
ser monofasicos ou multifasicos. Deste modo, conforme a natureza do excipiente, a
preparacdo pode ter propriedades hidréfilas ou hidréfobas. Por outro lado, a preparacdo
pode conter outros excipientes especificos, como agentes antimicrobianos, antioxidantes,
estabilizantes, emulsionantes, espessantes e promotores da absorcdo. (Farmacopeia
Portuguesa V111, 2005).

Podem distinguir-se varios tipos de preparacdes semissolidas cutdneas como:
pomadas, cremes, géis, pastas, cataplasmas e emplastros medicamentosos. Os cremes as
pomadas e 0s géis apresentam geralmente um comportamento viscoelastico consoante a
sua estrutura. Os cremes e 0s geles constituem os sistemas semissolidos mais utilizados
na producédo de produtos cosméticos (Farmacopeia Portuguesa VI1II, 2005). Os géis sao
sistemas semissélidos que consistem em dispersdes de pequenas ou grandes moléculas
num veiculo liquido que adquire consisténcia semelhante a geleias pela adi¢cdo de um
agente gelificante (Ansel et al., 2007). As formulagdes em gel, apresentam menor grau de
toxicidade com possibilidade de aplicagdo em diversos locais (Lopes et al., 2006).
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Quanto a composicdo, os geles sdo formados por:

Agente gelificante;

Agua ou solvente orgénico;

Umectante: glicerina, propilenoglicol ou sorbitol;

Substancias ativas.

Os agentes gelificantes séo classificados em funcdo da sua origem e da natureza dos

polimeros:

e Polimeros naturais:

- Origem animal (caseina, gelatina);

-Origem vegetal: exsudados vegetais (goma arabica, goma adraganta); extratos de

sementes (amido e derivados); extratos de algas (alginatos);
- Origem mineral: silicatos alcalinoterrosos (bentonite); silicio anidro (silica);

e Polimeros sintéticos:

-Derivados de éteres de celulose: metilcelulose; hidroxietilcelulose;

carboximetilcelulose sédica;

e Polimeros vinilicos:

- Alcoois polivinilicos;
- Polivinilpirrolidona (PVP);

e Polimeros carboxivinilicos:

- Carbomeros (Carbopol®).

Os geis na maioria das vezes possuem um aspeto transparente e séo de aplicacgdo facil,
0 que os torna uma forma cosmética bem aceite pelos consumidores. S&o bem tolerados,
facilmente lavaveis e produzem uma sensacao de frescura sobre a pele. Empregam-se em
numerosas preparacées cosméticas, tais como geles anti celulite, mascaras faciais e em

produtos antienvelhecimento (Nogueira et al., 1995).
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De acordo com a natureza do solvente, os geles podem ser:

e Hidrogéis (hidrofilos): designadas de preparacdes cujo excipiente (base) sdo
habitualmente a &gua, a glicerina e o propilenoglicol, gelificados com agentes
gelificantes apropriados, como o amido, os derivados da celulose, os carbémeros
ou os silicatos de magnésio-aluminio;

e Oleogéis: gel lipofilico, cujo excipiente é geralmente constituido por parafina
liquida adicionada com compostos polietilenos, ou 6leos gordos gelificados pela

silica coloidal ou sabGes de aluminio ou de zinco (FP VIII, 2005).

1.1.1 Incorporacéo de produtos naturais em cosméticos

A estreita ligacdo Homem-Plantas € ja bastante antiga. Desde tempos muito remotos
que o homem aprendeu a utilizar as plantas para o seu proveito. Muitos povos ou
civilizagdes foram armazenando um vasto conhecimento acerca de como usar muitas das
variedades de plantas. O homem aprendeu a usar e manipular diversas plantas que
possuem propriedades curativas, tendo muitas delas desempenhado um papel importante

no desenvolvimento da medicina ao longo de vérios séculos (Rodrigues, 2007).

A grande diversidade de plantas aromaticas na China e india, conduziu & extracdo de
Oleos essenciais. O Egipto e posteriormente a Mesopotamia, destacaram-se no
conhecimento e emprego destes 6leos e extratos vegetais em prepara¢es como unguentos
e balsamos com finalidades cosméticas (Farnsworth, 2001).

De facto, os conceitos de beleza e cosmética sdo tdo antigos quanto o homem e a
civilizagdo na perspetiva de cuidar da aparéncia e limpeza. O produto cosmético tem uma
historia de varios milhares de anos através do uso de ingredientes de fontes vegetais,

animais e minerais (Okereke et al., 2015).

A necessidade de produtos ausentes de efeitos colaterais, livres de compostos
sintéticos nocivos que podem causar danos na saude, contribui para o aumento da
pesquisa de produtos de origem natural (Joshi LS & HA, 2015; Kumar et al., 2016). Além

disso, nos produtos naturais existe um conjunto vasto de compostos bioativos de
22



Humulus lupulus L.: aplicagdo cosmética de extratos obtidos de cones e partes vegetativas

importante valor farmacoldgico e tecnoldgico, como é o caso dos antioxidantes naturais
e conservantes naturais (Burlando et al., 2010). Em compara¢do com 0s produtos
sintéticos, os produtos de origem natural s&o hipoalergénicos, por ndo causarem graves
problemas a pele (Kumar et al., 2016). Compostos quimicos amplamente utilizados na
cosmética como polietilenoglicois, 6leos minerais, metais pesados (chumbo, arsénio,
niquel) sdo considerados tdxicos, causando diversos efeitos colaterais como alergias e
irritacbes que podem levar a inumeras doencas (Okereke et al., 2015). Varios estudos
demostraram que alguns ingredientes usados em cosméticos podem aumentar o risco de
cancro de mama, agindo como desreguladores endocrinos, que se assemelham aos
estrogénios. Os parabenos, usados mundialmente como conservantes em champ0s,
cremes faciais e lo¢bes corporais, sao desreguladores endécrinos conhecidos e tem sido

associado ao cancro de mama (Garner et al., 2014).

Com o crescimento do interesse em formulagdes de origem natural, cresce no mundo
um consumidor cada vez mais adepto de produtos elaborados com base em produtos
naturais, como no caso dos desenvolvidos pela industria de cosméticos (Vasiljevi¢ &
Bojovi¢, 2018).

1.1.2. Estabilidade dos Produtos cosméticos

O teste de estabilidade pode ser definido como o processo de avaliacdo de um
produto para garantir que determinados parametros permanecem dentro das diretrizes
aceitaveis. Definir os pardmetros cruciais requer uma combinacdo de conhecimentos
quimicos sobre a férmula e sobre o uso do produto. O produtor deve ter a consciéncia de
gue os produtos cosméticos ndo devem apenas continuar a funcionar ao longo do tempo,
mas também devem manter as caracteristicas como, o aspeto, o aroma e a cor ao longo
do tempo. Portanto, o teste de estabilidade deve avaliar as caracteristicas organoléticas,
além das suas propriedades funcionais. Neste contexto, o produtor deve determinar quais
sdo0 as caracteristicas do produto que podem alterar ao longo do tempo e desenvolver

testes apropriados para medir a extensdo das mudangas (Knowlton & Pearce, 2014).

A aplicacéo de extratos naturais em formulagdes cosmeticas, & uma tendéncia nas

ultimas décadas, exigindo a sua caracterizacdo e tendo de ser considerados aspetos
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relacionados com a sua estabilidade fisica e quimica, quando incorporados em
formulacBes. Testes fisicos e a estabilidade quimica destas, tornam-se importantes
parametros que, devem ser considerados no processo de preparagdo, armazenamento e

aplicacdo dos produtos formulados (Isaac et al., 2008).

O estudo da estabilidade fornece indicacdes acerca do comportamento do produto
cosmetico durante um determinado intervalo de tempo, perante condigdes ambientais a

que possa ser sujeito desde o momento de fabricacéo, até ao limite do prazo de validade.

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, o estudo da estabilidade de
produtos cosméticos fornece informacdes que indicam o grau de estabilidade relativa de
um produto nas variadas condi¢fes a que possa estar sujeito desde sua fabricacdo até o
término de sua validade. Essa estabilidade é relativa, pois varia com o tempo e em funcéo

de fatores que aceleram ou retardam alteracdes nos parametros do produto.

A elaboracdo dos estudos da estabilidade de produtos cosméticos contribui para:

e Orientar o desenvolvimento da formulagdo e do material de acondicionamento
adequado;

e Fornecer indicagdes para o aperfeicoamento das formulagdes;

e Estimar o prazo de validade e fornecer informacg6es para a sua confirmacao;

e Monitorizar a estabilidade organolética, fisico-quimica e microbioldgica,

produzindo informacdes sobre a fiabilidade e seguranca dos produtos.

A estabilidade de um produto cosmeético € influenciada por diversos fatores externos
e internos. Os fatores externos sdo os fatores a que 0 produto se encontra exposto como:
tempo, temperatura, luz, ar, humidade, microrganismos, acondicionamento e vibracao.
Os fatores internos, séo fatores relacionados com a propria natureza das formulagdes e
sobretudo com a interacdo de seus ingredientes entre si e/ou com o material de
acondicionamento. Resultam em incompatibilidades de natureza fisica ou quimica que

podem, ou ndo, ser visualizadas pelo consumidor (Ribeiro et al., 1996).
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As caracteristicas organoléticas (aspeto, cor, odor), o valor do pH, densidade e a
textura, constituem os parametros mais utilizados para avaliar a estabilidade de um
produto (Claro Jr., 2001).

Os ensaios de estabilidade incluem testes de estabilidade preliminar e testes de
estabilidade acelerada. O teste de estabilidade preliminar ¢ realizado num curto intervalo
de tempo e consiste em realizar ensaios que auxiliem na monitorizagdo da estabilidade
organolética, fisico-quimica e microbioldgica, entre os quais a avaliagdo do aspeto, cor,
odor, pH, textura, densidade, centrifugacdo entre outros (Isaac et al., 2008). Por outro
lado, o teste de estabilidade acelerada, fornece dados que permitem efetuar uma previsao
para a estabilidade do produto e estimar o prazo de validade. Inclui ciclos de
congelamento/descongelamento, exposicao a radiagdo luminosa, entre outros, realizados

em condigdes extremas de armazenamento (Issac et al., 2008; Barata, 2002).

1.2. Humulus lupulus L.
1.2.1. Classificacdo botanica e aspetos morfoldgicos da planta

O Humulus lupulus L., mais conhecido por lGpulo, é uma planta perene dioica
pertencente a familia das Cannabaceae da ordem Urticales (Almaguer et al., 2014;
Karabin et al., 2016; Onder et al., 2013; Sousa, 2005; J. A. N. F. Stevens et al., 1997). O
género Humulus inclui duas outras espécies, Humulus japonicus e Humulus yunnanensis,
sendo que o Humulus lupulus L. e Humulus japonicus possuem importancia a nivel

industrial e na medicina tradicional (Karabin et al., 2016; Sung et al., 2015).

O lapulo cresce em solos ricos em matéria organica, utilizando como suporte de
crescimento arvores, muros ou paredes altas, tendo como uma das suas caracteristicas
particulares o seu crescimento rapido. Chegam a atingir 7 a 9 metros de altura, em menos
de 5 meses (Sousa, 2005). Na Primavera e inicio do Ver&o, as plantas crescem enrolando-
se aos suportes, segurando-se a estes gragas aos tricomas em forma de bigorna ou ganchos
que revestem os caules (Sousa, 2005). As folhas séo de cor verde-escuras, em forma de
coracdo com 3 a5 I6bulos, dentadas e com uma superficie muito rugosa (Zanoli& Zavatti,

2008).
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Os cones do lapulo (Figura 1) sdo estruturas semelhantes a pétalas, chamadas bracteas
e bractéolas em torno de um eixo central. Na base das bractéolas, as glandulas de lupulina
sdo formadas a medida que o ldpulo amadurece (Almaguer et al., 2014). Os cones do
lUpulo sdo as Unicas estruturas capazes de segregar glandulas de lupulina (Almaguer et
al., 2014; Zanoli & Zavatti, 2008).

Figura 1 - A) Campos de lapulo; B) Cones de lupulo; C) Glandulas de lupulina;
Adaptado: (Sousa, 2005).

Por se tratar de uma planta dioica, a morfologia das suas flores (cones) é facilmente
distinta em cada um dos sexos. Nenhuma outra diferenca morfoldgica identifica o sexo
da planta. As inflorescéncias masculinas apresenta paniculas multiflorais com cerca de
10 cm de comprimento, enquanto que as inflorescéncias femininas sdo amentilhos
semelhantes a cones e, dependendo da variedade, quando completamente desenvolvidos,
atingem cerca de 5 a 6 cm (Sousa, 2005; Zanoli & Zavatti, 2008).

1.2.2. Cultura do lapulo

O cultivo do lupulo (Humulus lupulus L.) destina-se sobretudo a indUstria da cerveja.
O uso de lupulo no fabrico de cerveja deve-se a existéncia da lupulina (pé produzido nas
flores femininas), que confere 0 gosto amargo e o sabor a cerveja. Em Portugal, o lGpulo
cultivado destina-se exclusivamente ao fabrico de cerveja. 98% do lGpulo produzido no
mundo é utilizado na fabricacdo da cerveja (Almaguer et al., 2014; Kowalczyk et al.,
2013; Zanoli & Zavatti, 2008). Primeiramente, o lipulo era usado para proteger a cerveja
de contaminagdes microbioldgicas (Almaguer et al., 2014; Zanoli & Zavatti, 2008). Mais

tarde comecou a ser utilizado para conferir aroma a cerveja. O lupulo é capaz de
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estabilizar a espuma da cerveja devido aos seus componentes altamente hidrofobicos
(iso -a-acidos). Os flavonoides sdo compostos importantes para a produgdo da cerveja e
para a qualidade da mesma. Possuem propriedades antioxidantes que protegem contra a

oxidacéo das resinas do lupulo (Karabin et al., 2014).

O H.lupulus é provavelmente originario da China, uma vez que todas as espécies de
Humulus foram encontradas em regides do pais, sendo este o responsavel pelas primeiras
distribuicdes do lapulo pelo mundo, nomeadamente para o Japdo, a Ameérica e Europa
(Karabin et al., 2016; Zanoli & Zavatti, 2008). Sugere-se que 0 nome Humulus tenha

vindo do Humus, o solo himido em que a planta cresce (Zanoli & Zavatti, 2008).

Na atualidade, esta espécie € cultivada na Europa central e em todas as regifes
temperadas do mundo (Almaguer et al., 2014; Sousa, 2005; J. A. N. F. Stevens et al.,
1997; Zanoli & Zavatti, 2008). Embora a origem da sua comercializacéo seja europeia, a
sua distribuicio e exploragio atual expande-se pela América do Sul, Africa do Sul, Nova
Zelandia e Australia, onde as regides de maior producao se situam na Europa, Regido
Nordeste dos E.U.A., Australia, Nova Zelandia e Africa do Sul (Sousa, 2005).
Atualmente, os maiores produtores de lupulo do mundo sdo a Alemanha, os E.U.A, China
e Republica Checa (Karabin et al., 2016). Na flora espontanea da Roménia, o lupulo
cresce em areas de sombra perto dos rios a beira das florestas, através de bosques,
cultivadas como culturas ou plantas decorativas. Os maiores campos de lupulo podem ser
encontrados na Transilvania, onde os cones sdo valorizados pela industria cervejeira
(Arsene et al., 2015).

A utilizacdo do lapulo na medicina tradicional remonta a mais de 2000 anos, onde
era utilizado no combate contra a lepra, 0 mau odor dos pés, constipacdo e a purificacdo
do sangue, pelos antigos curandeiros (Karabin et al., 2014; Karabin et al., 2016). Em
particular, as preparagdes de lupulo eram recomendadas para o tratamento de distirbios
do sono, como um sedativo leve, e para a ativacdo da funcdo gastrica (Kowalczyk et al.,
2013; Onder et al., 2013; Zanoli & Zavatti, 2008).
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1.2.3. Composic¢do quimica do lapulo

O lapulo é constituido por compostos amargos conhecidos como acidos alfa e acidos
beta, por 6leos essenciais, polifendis e resinas totais, sendo 0s compostos amargos, 0s
compostos de presenca universal (European Medicines Agency, 2014; Miranda, 2015;
Sousa, 2005). Além destes compostos, dentro da composicao nutricional da planta, ainda
podemos encontrar proteinas, polissacarideos e minerais (European Medicines Agency,
2014). No esquema a baixo (Figura 2) entdo representados os compostos do lupulo

presentes nos cones (inflorescéncias femininas) da planta.

_ pu— [ inf.femeninas }—{ Lupulina l

|

Resinas Duras

 —

| ResinasMoles

Xanthohumol

Figura 2 - Composicao quimica dos cones do ltpulo.

1.2.3.1. Lupulina

Os cones do lapulo (inflorescéncias femininas), produzem um p6 amarelo a que
podemos chamar de lupulina. Dentro das glandulas de lupulina, encontram-se compostos
como resinas, acidos amargos, 6leos essenciais e 0s prenilflavondides (Karabin et al.,
2014; Miranda, 2015). Os é&cidos alfa e acidos beta (tabela 1), sdo os compostos
maioritarios do po de lupulina (Sousa, 2005).

Tabela | - Composicao geral de cones do ltpulo seco. Adaptado de: Zanoli & Zavatti,
2008.
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Composicéo Peso %
Acidos Alfa 2-12%
Acidos Beta 1-10%
Oleos Essenciais 0.5-1.5%
Flavondides 0.5-1.5%
Acidos Fendlicos, Proteinas 15%
Polissacarideos 40-50%
Polifenois 3-6%

a) Resinas

As resinas dividem-se em resinas moles e resinas duras. As resinas moles séo
conhecidas como sollveis em hexano e as resinas duras soliveis em metanol (Miranda,
2015). Das resinas moles fazem parte os acidos alfa e os acidos beta, que constituem a
fracdo mais importante do lGpulo, e sdo segregados pelas glandulas de lupulina dos cones
de lupulo (Almaguer et al., 2014; Karabin et al., 2016; Sousa, 2005). Os &cidos alfa
também conhecidos como humulonas (Zanoli & Zavatti, 2008), conferem a cerveja o
gosto amargo e sao responsaveis pela estabilidade da espuma da cerveja (Almaguer et al.,
2014; Miranda, 2015). As suas formas isomerizadas sdo 0s responséveis por transmitir
essas caracteristicas a cerveja (Miranda, 2015). Os acidos alfa sdo constituidos por
humulonas com trés formas, que diferem num radical, podendo assim ser n-humulonas,
co-humulonas e ad- humulonas (Figura 3), sendo estes os radicais de maior importancia
(Karabin et al., 2016; Miranda, 2015). Os acidos beta, também conhecidos como
lupulonas (Zanoli & Zavatti, 2008), sdo também precursores do gosto amargo da cerveja,
mas de uma forma mais grosseira. Sdo ainda constituidos por lupulonas, aparecendo
também nas trés formas n, co e ad por substitui¢do do radical (R) na sua estrutura quimica
(Miranda, 2015).
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Figura 3 - Estruturas quimicas dos acidos amargos do lupulo (Zanoli & Zavatti, 2008).

b) Oleos essenciais

Os 0leos essenciais sdo misturas complexas de compostos de baixo peso molecular
extraidos das plantas por destilacdo por arrastamento de vapor. Terpendides e
fenilpropandides sdo os constituintes principais que fornecem aroma caracteristico e
propriedades bioldgicas aos 6leos essenciais. Estes sdo indicados para uma variedade de
problemas de salde por sistemas tradicionais de medicina, em todo o mundo. Sao-lhes
atribuidas varias atividades farmacéuticas e biologicas como antibacterianas,
antifungicas, anticancerigenas, anti mutagénicas, antidiabéticas e antivirais (Raut &
Karuppayil, 2014).

Os 06leos essenciais do H. lupulus L., sdo 0s responsaveis por conferir a cerveja o seu
perfil aromatico (Almaguer et al., 2014; Karabin et al., 2014; Karabin et al., 2016;
Miranda, 2015). Constituem um grupo diversificado de compostos com diferentes
propriedades fisico-quimicas, bioldgicas e organoléticas, segregados pelas glandulas de
lupulina (Karabin et al.,, 2016). Os oOleos essenciais encontram-se divididos
em hidrocarbonetos (monoterpenos, sesquiterpenos e hidrocarbonetos alifaticos),
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compostos oxigenados (alcoois terpenos, alcoois sesquiterpénicos e outros compostos
oxigenados), compostos que contém enxofre, sulfuretos e outros compostos de enxofre
(Karabin et al., 2016; Miranda, 2015). Durante 0 amadurecimento, processamento e
armazenamento do IUpulo da-se a fracdo oxigenada. A fracao de enxofre representa uma
pequena parte do total dos 6leos essenciais, tendo um limiar de sabor muito baixo. E uma

fracdo com pouca atividade bioldgica (Karabin et al., 2016).

¢) Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sao classificados como fendis simples ou polifenois, com
base no nimero de unidades de fenol na molécula. Vérios estudos epidemioldgicos,
clinicos e in vitro, ttm demostrado multiplos efeitos bioldgicos relacionados com
compostos fendlicos, tais como: atividade antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana

e anticarcinogénica, entre outros (Roriz et al., 2015).

Os compostos fendlicos compreendem de 3% a 6% do peso seco dos cones do
lapulo, localizados portanto nos cones da planta com excecdo dos prenilflavondides,
segregados pelas glandulas de lupulina (Karabin et al., 2016; Zanoli & Zavatti, 2008).
Estdo divididos em 4 grupos, flavonoides, flavan-3-ols, acidos carboxilicos fendlicos e
outros compostos fendlicos (prenilflavondides, estilbendides) (Karabin et al., 2016). A
quercetina, kaempferol e miricetina sdo os flavondides dominantes estando a maioria
presentes na forma de glicosideos, onde o D-glicose e L-ramnose sdo 0s grupos de agucar
mais frequentes. Os prenilflavondides tém sido a classe de polifendis mais discutida,
exibindo fortes atividades biolégicas e beneficios para a saide humana. O humol, iso-
xantohumol, desmethyl xantohumol, e 6- e 8-prenil-naringenina, constituem os principais

prenilflavondides do lupulo (Karabin et al., 2016).

Os flavondides sdo metabolitos secundarios da classe dos polifendis, sendo
considerados dos mais abundantes no reino vegetal. Geralmente estao presentes nas partes
aéreas das plantas de diferentes ecossistemas de todo o mundo. Os efeitos benéficos
associados ao consumo de frutas e vegetais tem sido em grande parte atribuidos aos

flavonoides, uma vez que se associam diversos efeitos biologicos a esta classe de
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substéncias, incluindo atividade antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana,
hormonal e atividade anticancerigena, entre outras (Fraga et al., 2010). A sua capacidade
antioxidante € uma das propriedades mais conhecidas e relevante. Os flavonoides tém
uma série de funcgdes fisioldgicas importantes nas plantas, nomeadamente no
desenvolvimento da raiz, germinacédo das sementes, protecdo de raios ultravioletas do sol,
interacdo planta-bactéria e defesa da planta contra agentes patogénicos, predadores e
stress ambiental (Falasca et al., 2014).

O material vegetal descartado na fabricacdo da cerveja, é enriquecido com
flavondides prenilados bioativos, parecendo ser beneficios para a saude da prépria
planta. O isoxanthohumol (IX), 8-prenilnaringenina (8-PN) e 6-prenilnaringenina (6-PN)
sdo flavondides prenilados bioativos menos abundantes, mas importantes (Bolton et al.,
2019).

1.2.4. Propriedades Farmacoldgicas e Biologicas do lupulo

Embora as inflorescéncias femininas (cones) do llpulo sejam conhecidas como
matéria-prima rica em resinas, que conferem o sabor amargo, e 6leo essencial que confere
0 aroma caracteristicos a cerveja (Arsene et al., 2015; Durello et al., 2019; European
Medicines Agency, 2014; Karabin et al., 2016; SEGAWA et al., 2006), os cones do lupulo
tém vindo a ser utilizados para fins medicinais, por revelarem beneficios para a salde
(Karabin et al., 2016; Zanoli & Zavatti, 2008). A planta do Iupulo, tem demonstrado um
vasto leque de propriedades farmacoldgicas, como efeito anti-inflamatério (European
Medicines Agency, 2014; Karabin et al., 2016), atividade antioxidante (Kowalczyk et
al., 2013; Onder et al., 2013), efeito inibitério na reabsorcio 6ssea (SEGAWA et al.,
2006), propriedades sedativas e neuro farmacoldgicas (European Medicines Agency,
2014; Karabin et al., 2016; Kowalczyk et al., 2013; Onder et al., 2013; Zanoli & Zavatti,
2008), propriedades estrogénicas do fito estrogeno 8-prenilnaringenina (European
Medicines Agency, 2014; Karabin et al., 2016; SEGAWA et al., 2006; Zanoli & Zavatti,
2008), atividade quimiopreventiva (SEGAWA et al., 2007; Zanoli & Zavatti,
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2008)(European Medicines Agency, 2014)(Onder et al., 2013), propiedades antialérgicas
(SEGAWA et al., 2006, 2007), entre outras.

Em consonéncia, varios estudos fitoquimicos da planta foram realizados para
investigar e identificar compostos de importancia farmacoldgicas, tais como os polifenois
(flavanonas, chalconas), 6leos essenciais e as resinas (Karabin et al., 2016; Zanoli &
Zavatti, 2008). Considera-se até ao momento que 0s &cidos amargos € 0S
prenilflavondides sdo os principais componentes fitoquimicos responsaveis pelo valor

medicinal das resinas de lUpulo (Farag& Wessjohann, 2013).

Os prenilflavonoides séo considerados fitoestrogenos com elevado potencial para
aplicacdo em programas de prevencdo do cancro e na prevenc¢do ou tratamento das ondas
de calor (p6s-menopausa) e osteoporose (Karabin et al., 2014; Karabin et al., 2016; J. F.
Stevens & Page, 2004; Zanoli & Zavatti, 2008) (J. F. Stevens & Page, 2004). Das
chalconas preniladas presentes no ldpulo, o xanthohumol demonstrou atividade
quimiopreventiva em modelos experimentais in vitro (J. F. Stevens & Page, 2004; Zanoli
& Zavatti, 2008).

Os flavonoides tém apresentado também beneficios a salde, demonstrando ter
propriedades antialérgicas, anticoagulantes, antiagregantes plaquetarios e assumir
atividades anti-colinesterasicas (estratégia terapéutica na doenca de Alzheimer) (Karabin
etal., 2014).

Os é&cidos alfa, tem vindo a demonstrar bloquear o desenvolvimento de varias

doengas complexas, como sindrome metabdlica (Karabin et al., 2016).

Para além das varias atividades atribuidas aos compostos do ltpulo, os cones de
lupulo tém vindo a revelar atividade antifungica e antibacteriana (European Medicines
Agency, 2014; Karabin et al., 2016; Onder et al., 2013). Numerosos estudos
demonstraram em nivel de laboratério e de campo, que os extratos de plantas contém
diversos componentes bioativos que podem controlar o crescimento de fito-patdgenos.
Por outro lado, as plantas medicinais sdo uma fonte rica de compostos terapéuticos que
sdo utilizados na industria farmacéutica, também como antimicrobianos (Bartmanska et

al., 2018). Recentemente, ha um interesse crescente na pesquisa do possivel uso de
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produtos naturais, como extratos de plantas, que podem ser menos prejudiciais para o

controle de patdgenos fungicos (Actions et al., 2004).

Por razBes ecologicas e econdmicas, o interesse nos residuos vegetais como fonte
de compostos com atividade antimicrobiana aumentou significativamente, com especial
atencdo aos compostos polifendlicos, que, como fatores naturais que protegem as plantas
contra infecOes, frequentemente se tornam objeto de pesquisas anti-infeciosas
(Bartmanska et al., 2018).

Por outro lado, nos Ultimos anos, tem aumentado em grande escala a resisténcia
aos antibidticos, por parte de alguns agentes patogénicos, constituindo uma preocupacao
crescente. Com efeito, a selecdo de estirpes resistentes ocorre tdo rapidamente para
algumas combinacdes (bactéria/antibacteriano) que a utilidade clinica do farmaco é
severamente diminuida, o que podera implicar que as bactérias resistentes se tornem mais

populosas que as restantes (Actions et al., 2004).

Os farmacos com atividade antimicrobiana e com origem em fontes naturais,
como por exemplo as plantas, surgem assim como uma fonte promissora no campo da
antibioterapia, particularmente devida a sua diversidade estrutural na natureza e devido
ao facto de estas terem sido compostas evolutivamente, tornando-se efetivas na

erradicacdo do microrganismo especificos (Actions et al., 2004).

No caso particular do ltpulo, a sua atividade antibacteriana é atribuida aos acidos
alfa e acidos beta, principalmente para as bactérias Gram-positivas. O envolvimento da
atividade antibacteriana dos acidos amargos nas bactérias Gram-positivas, incluindo
algumas espécies de Micrococcus, Staphylococcus, Mycobacterium e Streptomyces,
relaciona-se com o rompimento primario da membrana, devido as interacGes das partes
hidrofobicas das moléculas com a parede celular bacteriana (Zanoli & Zavatti, 2008). No
mecanismo de inibicdo de células sensiveis pelos &cidos amargos do Iupulo, os acidos
beta e os acidos alfa sdo incorporados nas membranas celulares onde atuam como
ionoforos. Estes realizam, processos de catalisagdo incluindo o influxo eletro-neutro de
moléculas n&o dissociadas, troca de protdes por catides bivalentes (Mn 2*) e 0 escoamento

do complexo resultante, resultando no acimulo intracelular de protdes, dissipa¢do do
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gradiente de protbes transmembranares, diminui¢do da absorcdo de nutrientes induzida

pela forca protonica, a fome e por fim morte celular (Karabin et al., 2016).

Este efeito ndo se aplica a todos os microrganismos, sendo que alguns
desenvolveram mecanismos para aumentar sua resisténcia a esse efeito. Em algumas
bactérias Gram-negativas como Pectinatus cerevisiiphilus, Pectinatus
frisingensis e Megaspherace revisiae, as suas membranas celulares reduzem a entrada de
substancias ndo polares, tornando os microrganismos anaerobios quase totalmente
resistentes aos compostos do lupulo. Outras bactérias resistentes aos compostos do lupulo
sdo capazes de excluir esses compostos através de uma bomba de resisténcia a multiplas
drogas ou a transportadores dependentes da diminuicdo da absorcdo de nutrientes,
enviando protdes para fora da célula. A atividade antibacteriana dos &cidos alfa e dos
acidos beta diferencia da atividade antibacteriana das iso-a-acidos, sendo a atividade
antibacteriana dos acidos alfa e beta maiores, embora na pratica, devido a sua menor
solubilidade na cerveja, sua eficiéncia seja menor que os iso-a-acidos. Os &cidos do
lupulo sdo acidos fracos, apresentando apenas formas ndo dissociadas ativas, resultando
que os efeitos antibacterianos diminuem com a diminuicdo do pH. Os efeitos
antimicrobianos do acido humulinico, um derivado dos acidos iso-o, foram estudados e
obteve-se uma concentragdo inibitoria minima (CIM) de 1,4 pl para Lactobacillus brevis ,
que revelou-se como o menor CIM de todas as substancias do lupulo estudadas (Karabin
et al., 2016).

Oleos essenciais obtidos por hidrodestilacdo e cloroférmio de diferentes culturas
de ldpulo, revelaram atividade antimicrobiana contra as bactérias Gram-positivas como
o Staphylococcus aureus, mas ndo influenciaram o crescimento de bactérias Gram-
negativas como a Escherichiacoli nem sobre o fungo Candida albicans (Karabin et al.,
2016; Zanoli & Zavatti, 2008). RevisGes recentes sobre as propriedades anti-infeciosas
dos constituintes do lapulo descreveram o xanthohumol como um agente anti-infecioso
de amplo espectro contra as bacterias Gram-positivas como o Staphylococcus
aureus e Streptococcus mutans, contra virus como o citomegalovirus, virus do herpes

simples tipo 1 e tipo 2 e virus da imunodeficiéncia humana, contra fungos como
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o Trichophyton spp e contra os protozoarios da maléria, o Plasmodium falciparum
(Zanoli & Zavatti, 2008).

Relativamente aos polifendis, as suas atividades antimicrobianas baseiam-se na
inibicdo da replicacdo de microrganismos, incluindo bactérias, fungos, parasitas, virus e
protozoarios. A sua atividade antimicrobiana envolve a capacidade de se acumular dentro
das células, ou penetrar nas membranas das células fosfolipidicas e provocar inibigéo, e
depende, particularmente, do seu carécter hidrofobico, dado a sua interagcdo com a parede
celular bacteriana. Assume-se que, os polifendis se comportam de forma sinérgica com
varios antibidticos contra os microrganismos multirresistentes. Os polifendis que
apresentam estrutura flavan, como o flavan-3-ols, flavondis e taninos, sdo particularmente
ativos e exercem atividades inibitérias contra uma ampla gama de bactérias Gram-
positivas, incluindo Staphylococcus aureus, Lactobacillus acidophilus, Actinomyces
naeslundi, Streptococcus mutans e Colistridium perfringens e contra bactérias Gram-
negativas como Prevotella oralis, Prevotella melaninogenica, Fusarium nucleatum e a
Escherichiacoli. Os prenilflavondides exibem atividades antibacterianas, especialmente
contra certas bactérias Gram-positivas dos géneros Staphylococcus e Streptococcus. As
atividades antifangicas dos prenilflavondides incluem a capacidade do xanthohumol e da
6-prenilnaringenin em inibir o crescimento dos fungos dermatoliticos Trichophyton

mentagrophytes e Trichophyton rubrum (Karabin et al., 2016).

1.3. Oleos essenciais

As plantas sdo uma fonte inesgotavel de produtos naturais, muitos deles
metabolitos secundarios, que o Homem utiliza nas mais diversas industrias,
nomeadamente na industria alimentar, cosmética e perfumaria. De entre 0s compostos
produzidos pelas plantas, aos 6leos essenciais atrairam a atencao, por aliarem o seu aroma

as reconhecidas propriedades antimicrobianas e antioxidantes (Figueiredo et al., 2014).

Um 6leo essencial € internacionalmente definido como o produto obtido, de uma

planta ou das suas partes, por destilacdo (hidrodestilacdo ou destilacdo com arrastamento
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por vapor de agua), ou, em caso dos citrinos, por processo mecanico apropriado sem

aquecimento, designado prensagem (Figueiredo et al., 2014).

1.3.1 Extracdo de 6leos essenciais

A extracdo de 6leos essenciais é um processo pelo qual se obtém um soluto ou
uma mistura de compostos, a partir de material vegetal, extraidos em meio sélido ou
liquido. O solvente utilizado pode ser a agua ou um solvente miscivel ou imiscivel em
agua (Santos et al., 2006).

Entre os métodos utilizados para obtencdo de 6leos essenciais, estdo 0s métodos
de destilacdo por arraste de vapor e hidrodestilacdo, sendo a hidrodestilacdo o mais
utilizado (Santos et al., 2006)

A destilacdo caracteriza-se como processo de separacdo de misturas liquidas com
base na diferenca de composicdo dos constituintes nas fases liquidas e de vapor em
equilibrio, dada a diferenca de volatilidade entre os componentes do liquido (Santos et
al., 2006).

A extracdo por hidrodestilagdo com recurso a um Clevenger, a matriz € imersa em
agua destilada e o processo é realizado a temperatura de ebulicdo da mistura (Santos et
al., 2006) . A hidrodestilacéo e a destilacéo por arraste de vapor, sdo definidas como as
técnicas de destilacdo mais simples. Ambas sdo realizadas em destiladores basicos com
uma Unica caldeira, aquecida diretamente, onde ocorre a completa imersdo da planta em
agua. Apos 0 aquecimento ocorre a evaporacao dos compostos volateis junto com o vapor
de 4gua, de seguida ocorrendo a condensa¢do permitindo a separacdo do 6leo da agua,
dada a natureza dos compostos. Estas destilagOes sdo consideradas menos dispendiosas
comparadas as outras técnicas de destilacdo. Em contrapartida, o fato de haver
aquecimento direto, conduz a ocorréncia de degradacdes e/oxidacdes do material vegetal
e consequentemente perda de alguns constituintes do 6leo essencial, 0 que vem tornando

cada vez menos frequente a utilizacdo das mesmas (Taérit et al., 2012).

37



Humulus lupulus L.: aplicagdo cosmética de extratos obtidos de cones e partes vegetativas

1.3.2 Oleo essencial de Thymus zygis subsp. zygis

O género Thymus, pertence a familia Lamiaceae e inclui 350 espécies de ervas
perenes, subarbustivas e arométicas, nativas da Europa e do Norte da Africa, sendo muitas
delas endémicas da regido mediterranea. As plantas do Thymus geralmente crescem em
rochas, pedras ou areias e em locais ensolarados. Comum em Portugal e Espanha, o
Thymus zygis é comumente chamado de erva-de-Santa-Maria, sal-da-terra, serpéo-do-
monte (portugués), tomilho-branco, entre outros. Em Portugal, Thymus zygis é com
frequéncia encontrado na regido central e o nordeste do pais e é tradicionalmente usado
na preservacdo de alimentos (azeitonas), como condimento (queijo, peixe, carne, saladas,
molhos), como tonico digestivo e no tratamento de resfriados e dores de garganta (Silva
et al., 2020). Apenas duas subespécies de Thymus zygis sdo encontradas em Portugal, T.
zygis subsp. zygis e T. zygis subsp. sylvestris, que apresentam diferencas em algumas
caracteristicas boténicas, no nimero de cromossomas e ecologia (Silva et al., 2020).

O Thymus é uma planta produtora de 6leo essencial com grande relevancia para a
indUstria alimenticia, cosmética, farmacéutica e perfumaria. Vérias espécies de tomilho
sdo usadas ha muito tempo em culinaria e seus Gleos essenciais como ingredientes
aromatizantes em alimentos, bebidas, bem como aromas em sabonetes e perfumes. Esta
incluido também, em remédios tradicionais e suplementos alimentares com base em suas
atividades bioldgicas (Zuzarte et al., 2013). Sdo consideradas dotadas de propriedades
benéficas a saude, incluindo atividades antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatoria,
cardioprotetora, neuroprotetora, anticarcinogénica e hipoglicémica, propriedades estas

que estdo associadas ao 6leo essencial (Afonso & Pereira, 2020).

O oleo essencial de tomilho, apresenta odores e sabores distintos dependentes dos
seus constituintes. S8o caracterizados por possuirem fortes odores caracteristicos,

incolores e com uma densidade inferior a &gua (Miguel, 2010).

O Thymus zygis subespécie zygis (Figura 4) é um subarbusto de 10 cm a 30 cm de
porte, com caules puberentos, ascendentes, com folhas de 4,5 mm a 9 mm por 0,6 mm a
1 mm, lineares, subagudas, sesseis, tomentosas, de margens revolutas e esparsamente

ciliadas na base.
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Figura 4 — Thymus zygis subsp. zygis da zona de Rebordaos, Braganca, Portugal.

As suas inflorescéncias sdo formadas por verticilastros até 10 cm, espiciformes ou
capituliformes, de bracteas semelhantes as folhas. Os célices sdo verde-acinzentado, com

3 a4 mm, tomentoloso e com dentes superiores largos e compridos (Morales, n.d.).

1.3.2.1. Composicdo quimica do Thymus zygis subsp. zygis

Os oOleos essenciais possuem uma composi¢do quimica complexa que inclui
diversos volateis, como terpenos, aldeidos, alcoois, fendis e terpendides (Tongnuanchan
et al., 2014). As condi¢cdes ambientais, a espécie e o quimiotipo, influenciam a
composic¢do quimica do 6leo essencial (El Abed et al., 2014).

O género Thymus compreende diferentes quimiotipos (variagdo quimica na
mesma espécie), dependendo do componente principal do 6leo essencial. O timol e p-
cimeno, foram relatados como os principais compostos quimicos presentes no 6leo

essencial de Thymus zygis (Pina-Vaz et al., 2004).

Estudo realizado por Dandlen et al., (2011), referencia o carvacrol, o p-cimeno e
0 Y'-terpinemo, como 0s trés principais compostos presentes no 6leo essencial de Thymus
zygis subsp. zygis, recolhido m Rebord&os, Braganca, Portugal (Tabela I1).
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Tabela Il - Principais compostos do 6leo essencial obtido a partir das partes aéreas de
Thymus zygis subsp. zygis (Adaptado de: Dandlen et al., 2011)

Compostos Percentagem Relativa Compostos Percentagem Relativa
(%) (%)
Carvacrol 43,6 tricicleno \
P-cimeno 241 a- tujeno 1,6
Y-terpinemo 15,8 a-pineno 0,8
canfeno 1,0 p-felandreno v
3-octanol 1,0 1,8-cineole 0,2
p-micerno 1,0 limoneno 1,1
a-terpineno 1,4 Trans-sabineno 0,6
hidratado
Oxido de cis-linalol v Oxido de p- 0,3
cariofileno
Oxido de trans-linalol \Y d-cadieno \
a-cadinol v germacreno D \%
acetato de bornilo \Y trans-p-ocimen 1,1
a-terpineol 0,1 terpinen-4-ol 0,6
borneol 1,2 canfora \%
linalol 3,2 Cis-sabineno \%
hidratado

v- Vestigios (% <0,05)

1.3.2.2 Atividades bioldgicas e farmacolédgicas do 6leo essencial de Thymus zygis

subsp. zygis

O carvacrol, timol, p-cimeno estdo presentes nos 0leos essenciais extraidos de
plantas do género Thymus. Estudos realizados, descreveram uma variedade de atividades

bioldgicas associadas a presenca destes compostos (EI Abed et al., 2014).

Um 06leo essencial do tomilho foi ativo contra microrganismos da pele, como

Staphylococcus epidermidis e Propionibacterium acnes (Nabavi et al., 2015), atividade
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esta atribuida a elevada quantidade de carvacrol que conjuntamente com o Seu precursor-

cimeno, causam desestabilizacdo da membrana das bactérias (Ultee et al., 2002).

Num estudo realizado por Rota et al., onde avaliaram a atividade antimicrobiana
in vitro de sete 6leo essenciais de trés espécies de Thymus contra 10 estirpes patogénicas,
sete estirpes Gram-negativas e trés estirpes Gram-positivas, 0s 6leos essenciais revelaram
forte atividade com uma zona de inibi¢ao > 20 mm, atividade moderada com uma zona
de inibicdo < 20-12 mm e nenhuma inibicdo com uma zona de inibicdo < 12 mm, onde a
maior eficacia foi alcancada pelos Oleos essenciais de Thymus hyemalis seguido por

Thymus zygis e Thymus vulgaris (Rota et al., 2008).

O Thymus zygis revelou maior eficacia contra S. aureus do que a E. coli e a C.
albicans em um estudo realizado por Cutillas et al., em que mostrou também capacidade
de inibir a atividade da LOX (lipoxigenase), propriedade atribuida a alguns compostos
como timol, p-cimeno, linalol e limoneno, considerados assim como potenciais agentes

anti-inflamatorios (Cutillas et al., 2018).

Relativamente a atividade antifingica do 6leo essencial do género Thymus, 0s
6leos essencias de tomilho ou alguns de seus constituintes s&o eficazes contra uma grande
variedade de fungos, particularmente os 6leos com grandes quantidades de timol e/ou
carvacrol (Thymus zygis subsp. zygis e Thymus capitatus). Foi relatado que 6leo essencial
de Thymus zygis subsp. zygis, possui uma potente atividade fungicida contra a Candida
albicans, resultante do dano direto da membrana citoplasmética, dado ao efeito
antifangico sinérgico entre o timol e o p-cimeno, que é precursor do carvacrol (Pina-Vaz
etal., 2004).

Cutillas, caracterizou o quimiotipo de T. zygis como o mais eficaz em relacdo a
bioatividades como antioxidantes, anti-enzimaticas e antimicrobianas, devido a sua alta

concentracédo de timol comparativamente a T. hyemalis (Cutillas et al., 2018).
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2. Problematica

As plantas arométicas e medicinais sdo muito apreciadas e utilizadas em todo o
Mundo. Atualmente tem-se verificado um interesse cada vez maior na procura de
compostos bioativos provenientes das plantas que possam ser aplicadas em vastas areas,

com vista a diminuicdo da utilizacdo dos compostos sintéticos.

O lapulo é conhecido como matéria prima na industria da cerveja e também por
apresentar algumas carateristicas bioldgicas e farmacoldgicas, entre elas o seu efeito
sedativo, antioxidante, antibacteriano e anticancerigeno. No processo da producdo da
cerveja sdo utilizados os cones da planta, sendo que a parte vegetativa € descartada.
Ainda, o perfil fitoquimico e as propriedades bioldgicas e farmacoldgicas da parte

vegetativa permanecem pouco estudados ou mesmo desconhecidos.

Neste contexto, torna-se pertinente estudar as propriedades bioativas de diferentes
variedades da planta H. lupulus L. e também investigar propriedades das partes

vegetativas da planta que estdo, até ao momento, pouco exploradas.

Por outro lado, tendo em conta as propriedades bioativas do lupulo e, o crescente
interesse na procura por produtos cosméticos de origem orgéanica e natural, é de grande
importancia avaliar a estabilidade de uma formulacéo em gel obtida pela incorporacao de

extratos de cones e partes vegetativas da planta, com vista a aplicacdo cosmética futura.

3. Objetivos

Os seguintes objetivos foram definidos para o trabalho:

e Obter extratos hidroalcodlicos a partir de cones e partes vegetativas de
lUpulo espontéaneo e das variedades Polaris e Nugget;

e Obter 6leo essencial de Thymus zygis subsp. zygis;

e Desenvolver formulagfes em gel enriquecidas com esses extratos;
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e Auvaliar estabilidade das formulacdes de gel desenvolvidas;

e Testar atividades antibacteriana e antifingica dos extratos de lupulo e do

oOleo essencial de Thymus zygis subsp. zygis;

o Efetuar analise comparativa do perfil fitoquimico dos extratos de Iupulo.

4. Materiais e Métodos

Para atingir os objetivos pretendidos neste trabalho, foram realizados os seguintes

procedimentos que de seguida se detalham:

e Obtencdo de plantas de Humulus lupulus L. (variedade Polaris, variedade Nugget
e espontaneo);

e Preparacdo da extracdo hidroalcodlica de compostos fendlicos usando uma
mistura de 80% de alcool e 20% de agua;

e Extracdo do 6leo essencial do Thymus zygis subsp. zygis;

e Preparacdo de formulacdes de gel de Carbopol 940®, usando extratos de lupulo,
em diferentes concentracdes;

e Verificagdo da estabilidade do gel através de uma serie de teste como
caracteristicas organoléticas, teste de pH, determinacdo da densidade,
temperatura, luz, teste de centrifugacdo, teste de vibracdo e analise
espectrofotométrica por UV;

e Avaliacdo da atividade antibacteriana e antifingica dos diferentes extratos em
estirpes como: Escherichia coli NCTC 9001, Staphylococcus aureus NCTC 6571
e Pseudomonas aeruginosa NCTC 10662 e Candida albicans ATCC 10231;

e Determinacéo do perfil fitoquimico dos extratos de lupulo por LC-MS/MS;

4.1. Obtenc¢do da Matéria-prima

Para a realizacéo deste trabalho, foram obtidos cones e partes vegetativas (folhas,

caules) de trés amostras de ltpulo. As variedades Polaris e Nugget do lapulo, foram
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recolhidos na Quinta do Pouldo da Escola Superior de Agraria do Instituto Politécnico
de Braganca, Portugal. O lupulo espontaneo, foi recolhido na margem do rio
Fervenca junto ao Centro de Ciéncia Viva de Braganca, Portugal, e o Thymus zygis
subsp. zygis (serpao-do-monte) foi recolhido em Rebordéos, Braganca, Portugal.

Todas as amostras, foram posteriormente congeladas a uma temperatura de -20 °C,

para conservacao e posterior utilizagdo das mesmas.

4.2. Reagentes e Materiais

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados uma série de reagentes,
equipamentos e matérias-primas, fornecidos pela Escola Superior de Agraria do Instituto
Politécnico de Braganga: Etanol, Carbopol 940®, Glicerina, Trietanolamina, Pentano,
Tween 80, DMSO, Acetona, Agar, Peptona, Meio de Mueller-Hinton, Agua destilada,

Acetona, Agua ultrapura, entre outros.

4.3. Extracédo hidroalcodlica de lapulo

A fim de preparar um gel contendo extratos hidroalcodlicos de diferentes
variedades de lupulo e de uma amostra de lGpulo espontaneo, e para avaliacdo da
atividade antibacteriana e antifingica dos diferentes extratos e também analise do perfil
fitoquimico, procedeu-se primeiramente a extracdo hidroalcodlica de cones e partes
vegetativas de amostras das duas variedades de Iupulo e de uma amostra de lupulo
espontéaneo.

Para tal, foram utilizadas 59 de cada amostra e submetidas a uma lavagem com
agua corrente. Posteriormente preparou-se 150 ml de uma solucéo de etanol (80%, v/v)
que se adicionou a cada uma das amostras, ficando sob agitacdo durante 30 minutos, a
temperatura ambiente. Passado os 30 minutos, filtraram-se os extratos e recolheu-se o
liquido para um frasco de 500 ml e repetiu-se 0 mesmo procedimento mais duas vezes. O
procedimento foi aplicado a cones e partes vegetativas das duas variedades em estudo
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(Polaris e Nugget), e cones e partes vegetativas de lupulo espontaneo. As extracdes

hidroalcodlicas foram armazenadas a temperatura de -20 °C.

Figura 5 — Extratos hidroalcoolicos obtidos a partir de partes vegetativas (a) e cones

(b).

4.4. Extracdo de 6leo essencial de Thymus zygis subsp. zygis

Recolheram-se amostras de Thymus zygis subsp. zygis na zona de Rebordaos,
Braganca (Portugal) a fim de extrair o seu 6leo essencial para usar como conservante na
formulacdo em gel.

Para a extracdo do Oleo essencial, recorreu-se a um Clevenger. Para tal, pesou-se
80g da amostra que foi colocado num Erlenmeyer com 800 ml de 4gua ultrapura. Durante
trés horas, manteve-se o material a temperatura de 80 °C a destilar, apds a agua se
encontrar em ebuli¢do. Seguidamente recolheu-se o 6leo e determinou-se o rendimento,
e ap0s identificacdo, a amostra foi armazenada a temperatura de -20 °C.

O rendimento do 6leo essencial foi determinado, e expresso em ml de Gleo

essencial / g de matéria seca.
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Figura 6 - Extracdo de 6leo essencial com recurso a um Clevenger.

4.5. Determinagdo do perfil fendlico

Para a determinacdo do perfil fendlico das diferentes amostras de lUpulo,
primeiramente procedeu-se a evaporacao de 150 ml de cada extrato hidroalcodlico,
recorrendo-se a um evaporador rotativo (Rotavapor R 110, Sotel). A fragéo resultante foi
congelada e liofilizada e posteriormente utilizada para a determinacéao do perfil fenélico
dos extratos.

O perfil fendlico dos extratos hidroalco6licos das diferentes amostras da planta de
lapulo (10mg/mL), foi determinado por analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), utilizando um aparelho Ultimate 3000 Diode Aray Detector (Dionex Co., San
Jose, CA, EUA) equipado um espectrometro de massa Thermo LTQ XL (Thermo
Scientific, San Jose, CA, EUA), seguindo o método descrito por Afonso et al., (Afonso
etal., 2018).

Foi inicialmente preparada mistura de 0,1% (v / v) de acido férmico em &gua, que
constitui o solvente A, sendo o solvente B usado o acetonitrilo. O gradiente usado
consistiu numa série de gradientes lineares a partir de 5% do solvente B e aumentando
para 23% em 14,8 min, a 35% em 18 min, e a 100% em 21 min ao longo de trés minutos,
seguido por um retorno para as condicGes iniciais. As operacdes do espectrometro de
massa foram realizadas utilizando as condi¢des previamente descritas no trabalho de
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Afonso et al (Afonso et al., 2018). Alguns compostos fendlicos foram identificados
usando compostos comerciais padrdo. Nos casos em que o composto comercial padréo
ndo estava disponivel, a identificacgdo do componente fendlico foi baseada na
interpretacdo dos dados de espectrofotometria ultravioleta (UV) e espectrometria de

massa (MS e MS/MS), além da comparacao com a literatura.

4.6. Preparacdo das formulacdes em gel

Diferentes concentracGes (1,5; 2,5 e 5%) de extratos hidroalcoolicos de H. lupulus
foram incorporados, individualmente, em formulacdes de gel base, totalizando 60g de
cada amostra, sendo que foram posteriormente armazenados a temperatura de 5°C. A
base em gel foi formulada de acordo com o formulario da acofarma (anexo). A
composicao e as respetivas fungdes, estédo descritas na tabela I11.

Tabela 111 - Composicédo da formulacdo em gel.
Componentes Montante Funcoes
Carbopol 940® 1-2 % Agente gelificante e de

viscosidade

Etanol 15% veiculo

Agua Purificada 100 ml Veiculo

Trietanolamina q.s pH=7 - Ajustador de pH

Glicerina 3-5% umectante

Relativamente a preparacdo, comecou por se polvilhar o Carbopol 940®
(polimero) o mais uniformemente possivel sobre uma mistura de &gua e etanol e de
seguida deixou-se repousar durante 24 horas. ApOs 24 horas adicionou-se 0
trietanolamina, até a mistura atingir um pH igual a seis. Homogeneizou-se o gel de forma
a evitar a incorporacdo de ar. Para evitar a desidratacdo do gel, foi adicionado 3-5% de

glicerina.

Foram elaboradas as seguintes formulagdes: Gel Base; Polaris vegetal (PV)
1,25%, 2,5% e 5%; Polaris flor (PF) 1,25%, 2,5% e 5%; Nugget vegetal (NV) 1,25%,
2,5% e 5%; Nugget flor (NF) 1,25% 2,5% e 5%; Lupulo espontaneo vegetal (EV) 1,25%,

2,5% e 5% Lupulo espontaneo flor (EF) 1,25%, 2,5% e 5%.
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Figura 7 — Formulacdes em gel dos diferentes extratos da planta de Itpulo.

4.7. Avaliacao da Estabilidade dos géis — Testes de estabilidade preliminar
4.7.1. Analise organolética das formulacdes

A analise organolética foi feita visualmente ap6s a preparacdao das formulagdes
em gel, com diferentes concentragdes de extratos, onde se observou a cor, o cheiro e 0

aspeto geral das mesmas.

4.7.2. Determinacéo do pH

Para a medicdo do pH foi utilizado um medidor de pH da Inolab (pH 7310 wtw
xylem brand inolab), previamente calibrado. A determinacdo do pH foi realizada em
triplicado para cada amostra, para o que, pequenas quantidades das formulacfes em gel
com os extratos incorporados, foram diluidas em agua destilada e colocadas diretamente

em contacto com o medidor de pH.
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Figura 8 —Determinacdo do pH das formulaces.

4.7.3. Avaliagdo da textura

Para a avaliacdo da textura foi utilizado o equipamento Texturometro TA. XT.
Plus Texture Analyser (Stable Mico Systems TA-XT Plus) de forma a medir os seguintes
paramentos: firmeza, consisténcia, coesividade e o indice de viscosidade das
formulacbGes. O aparelho estd equipado com uma sonda acoplada a um disco de
compressdo de 35 mm que estampa uma forca sobre um recipiente cilindrico de didmetro
50 mm. O equipamento operou a uma altura de 100 mm, a coluna tinha 50 mm de altura
e 0 gel ocupava 50% do volume total do recipiente. Apds iniciar o seu movimento, o disco
de compressdo exerce uma forca sobre a superficie da amostra durante um curto periodo
e desce a uma profundidade de 20 mm a uma velocidade constante e com uma velocidade
de retorno de 20 mm.min até a superficie da amostra. Utilizou-se 50 ml de cada amostra
e a analise foi feita em duplicado, a temperatura ambiente, sete dias apds a preparacao

das amostras.
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Figura 9 — Avaliacdo da textura.

4.7.4. Vibracdo Mecéanica

Para o teste de vibracdo mecanica foram utilizados 5 g de cada amostra que, em
duplicado e apds 48 horas da preparacao das formulaces foram submetidos a vibragédo
num agitador vortex (Velp scientifica zx3 advance vortex mixer) durante 10 segundos a
2000 RPM, Este procedimento tem como objetivo replicar as condicGes de transporte,

indicando se os movimentos de vibracdo do mesmo modificam a amostra.

4.7.5. Teste de Centrifugacédo

O teste de centrifugacdo indica a estabilidade de uma emulsao, uma vez que esta
apresenta uma tendéncia a sofrer uma quebra, ocorrendo separacdo das duas fases. Para
a realizacdo do teste de centrifugacdo 48 horas ap0s a preparacdo das formulagdes, 5 g de
cada amostra foram centrifugada a uma velocidade de 3000 rpm durante 30 minutos a
temperatura ambiente, numa centrifuga MIKRO 24-48 R. As andlises foram realizadas

em duplicado, em dois ciclos de centrifugacao.
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Figura 10 - Teste de Centrifugacao.

4.7.5. Teste Espectrofotométrico

As formulacdes foram diluidas em agua ultrapura na propor¢do de 1/100 (m/v) e
de seguida submetidas a uma analise espectrofotométrica, tendo sido tragado o0 espectro
na regido do UV-Visivel, entre 210 nm a 600 nm. Cada espectro foi comparado com o
espectro obtido para a amostra de referéncia correspondente a formulacdo base. A
ocorréncia de variacbes na intensidade das bandas (efeitos hipercromicos ou
hipocromicos) ou de variagdo no comprimento de onda no qual se verifica 0 méximo de
absorcéo (efeitos batocrémico ou hipocrémico) indicam a ocorréncia de uma alteracdo na
cor ou na intensidade desta, podendo ser uma indicacdo de instabilidade da formulagéo
(ANVISA, 2005).

4.7.6. Densidade

Para a determinacgédo da densidade (aparente) das formulacfes em gel, utilizou-se
uma proveta de 25 ml e uma balanc¢a analitica. O teste foi feito em duplicado, ap6s a
elaboracdo das formulacgdes, 3 e 7 dias depois, usando 5g de cada amostra. A densidade

foi determinada segunda a seguinte expressao:

- p=m/V, em que p é a densidade m é a massa da amostra; V é a diferenca do

volume inicial e o volume final ap6s adicionar a amostra.
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Figura 11 — Determinacédo da densidade aparente.

4.8. Avaliacdo de Estabilidade dos geis — Teste de Estabilidade Acelerada
4.8.1. Teste de Humidade Relativa

No teste de humidade relativa, 3 g de cada amostra foram armazenadas em estufa
a temperaturas de 25 £ 2 °C e de 40 £ 2 °C a uma humidade relativa (H.R.) de 60 + 5% e
de 75 £ 5% respetivamente durante trinta dias. Ap0Os este periodo as caracteristicas
organoléticas de cada formulacao (cor, cheiro, separacdo de fases) assim como o valor do

pH foram analisadas de 8 em 8 dias.

Figura 12 — Teste de Humidade relativa.
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4.8.2. Teste de Luz

Para a realizacdo deste teste foi utilizado 5 g de cada amostra em duplicado e
submetidas a condi¢bes extremas de luminosidade, numa embalagem de plastico
transparente, com recurso a uma lampada dayligth, encontrando-se a lampada ligada
durante 16 horas e durante 8 horas desligada, durante 15 dias, com o objetivo de detetar
sinais de instabilidade a exposic¢do a luz. A ocorréncia de separacdo de fases ou a alteracéo
da coloragdo dos produtos é indicativa da instabilidade do produto.

Figura 13 — Amostras expostas a lampada de dayligth.

4.8.3. Variagdo extrema da temperatura consecutiva

Testou-se a variagdo extrema de temperaturas consecutivas, na perspetivada
observar se havia ocorréncia de separagdo de fases, ou bolhas, ou alguma alteracéo na
formulacdo que n&o fosse ideal para o produto cosmético.

Para tal, 3g de cada amostra foram submetidas a condi¢Oes extremas de
temperatura, em ciclos de congelamento e descongelamento que alternaram 24 horas com
temperaturas elevadas e 24 horas com temperaturas baixas, tendo sido utilizadas as
seguintes temperaturas: -12°C, 37°C, -12°C, 45°C, -12°C, 50°C e -12°C. No total foram

realizados 6 ciclos (12 dias). Este mesmo método foi feito por (Vieira et al., 2009).
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4.9. Avaliacdo da atividade antibacteriana e antifangica

O meio de cultura, a concentracdo dos indculos, a metodologia e no caso de
produtos naturais, 0 método de extracdo usado, sdo variaveis que podem afetar a avaliacao

da atividade antimicrobiana (Tajkarimi et al., 2010).

Numa primeira andlise, para a avaliagéo da atividade antibacteriana e antifungica
dos extratos hidroalcodlicos do lGpulo, as estirpes bacterianas e fungicas, foram testadas
com diluigdes sucessivas (1:2) do extrato até a quarta diluicdo. Pela anélise dos resultados
conclui-se que por se tratar de extratos hidroalcodlicos, o solvente, etanol, inibiu o
crescimento bacteriano, uma vez que nao se registrou nenhum crescimento bacteriano
para além do crescimento nos controlos positivos com o solvente agua. Posto isto,
procedeu-se a evaporagdo total do alcool contido nos extratos e liofilizaram-se os extratos
a fim de utiliza-los para a avaliacdo da atividade antibacteriana e antifingica. Este mesmo

procedimento foi feito em outros estudos (Chavasco et al., 2014).

Para testar a atividade antibacteriana e antifingica dos seis extratos do lupulo foi

utilizada a concentracao de 10mg/mL.

Para a realizacdo da atividade antimicrobiana e antifingica dos seis extratos do
lUpulo, foi necessario preparar um meio especial para bactérias e leveduras, e 0 meio de
Mueller Hinton. A composicdo dos meios esta descrita nas tabelas IV e V abaixo. Ap6s
preparacdo dos meios e autoclavados durante 20 minutos, os meios foram distribuidos
nas respetivas placas de Petri estéreis (leveduras e bactérias) num meio estéril (bancada

de fluxo laminar).

Em simultaneo também foi preparado o meio liquido para as bactérias e as
leveduras para cultivo das mesmas. Em frascos esterilizados de Erlenmeyer foram
adicionados 50 ml de cada meio e incorporado coldnias das bactérias e leveduras, em
meio estéril. A foi incubada a 37° C durante 24 horas e a Candida albicans foi incubada
a 25° C durante 24 horas.

54



Humulus lupulus L.: aplicagdo cosmética de extratos obtidos de cones e partes vegetativas

Tabela IV - Composicéo do meio de leveduras

Meio para levedura
Composto g/L
Glucose 20 ¢
Peptona 109
Extrato de leveduras 50
Agar 209
Agua 1L

Tabela V — Composi¢do do meio de Bactérias

Meio para Bactérias
Compostos g/L
Extrato de Carne 30
Peptona 59
Agar 159
Agua 1L

4.9.1 Atividade antibacteriana — Método de microdiluicdo em caldo

Para a realizacdo da atividade antibacteriana dos extratos hidroalcoolicos e do 6leo
essencial de Thymus zygis subsp. zygis, foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo,
em microplacas, para determinar a concentragdo minima inibitéria (MIC) e a
concentracdo bactericida minima (MBC) dos extratos do ldpulo e do 6leo essencial de
Thymus zygis subsp. zygis, usando um protocolo padrdo adaptado (Afonso & Pereira,
2020).

As suspensdes bacterianas foram preparadas por meio de suspensdes diretas de
colénias em agua destilada estéril e ajustadas para obter 1,5x 108 unidades formadoras de

colénias (UFC) / mL, aproximadamente equivalente a 0.5 unidades de McFarland. Um
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inoculo final de 1,5 x 10° UFC/mL foi necessario para, portanto, suspensdes diluidas na
proporcao de 1:100 em caldo Mueller-Hinton. 100 microlitros de caldo Mueller-Hinton
foram dispensados em pocgos de placas de microdiluicdo de 96 pocos (BioTek
Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA). Na primeira coluna de pocos, cada extrato de
planta foi adicionado a uma concentracdo final de 10 mg/mL e em seguida diluido em
série na placa para uma concentracéo final de 0,625 mg/ml. 100 microlitros de suspenséao
bacteriana foram finalmente adicionados a cada pogo e as microplacas e 0s seus respetivos
controlos foram incubados a 37° C por 24 horas. O ensaio para cada patogeno foi repetido
trés vezes. Todos os processos descritos foram realizados em cdmara de seguranca

bioldgica de modo a garantir o maximo de condicdes de esterilidade.

Para cada agente microbiano, extrato e para o meio de Mueller-Hinton, foi
realizado um controlo positivo e um controlo negativo, onde o controlo positivo
garantisse a viabilidade do crescimento da bactéria e o controle negativo a esterilidade

dos extratos da agua e do meio.

Os valores de MBC foram determinados subcultivando 10uL da cultura de cada
poco negativo em agar Mueller-Hinton e, em seguida, determinando a diluicdo em que 0

crescimento foi detetado. O solvente sem extratos serviu como controle negativo.

Y 866566
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Figura 14 - Atividade antibacteriana — método de microdiluicéo.

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana foi utilizado as seguintes estirpes de
bactérias: Escherichia coli NCTC 9001; Pseudomonas aeruginosa NCTC 10662 e
Staphylococcus aureus NCTC 6571 (National Collection of Type cultures, operated by

public Health England). Os microrganismos, Escherichia coli e Staphylococcus aureus
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foram fornecidos pela unidade do Centro de Salde da Sé em Braganca, Portugal e o
microrganismo Pseudomonas aeruginosa foi obtido por isolamento, cole¢éo da Escola

Superior de Agraria do Instituto Politécnico de Braganca.

4.9.2. Atividade antifungica — Método de difusdo em agar

Para a realizacdo da atividade antifingica, utilizou-se o método de difusdo em
disco em agar. Primeiramente foram realizadas diluicdes seriadas (1:2) do éleo essencial
em DMSO e dos extratos em Tween 80. Apds ajustar o indculo (suspensdo de Candida
albicans em meio liquido de leveduras) a 0,5 McFarland (aproximadamente 108
UFC/mL) utilizaram-se 100ul desta suspensdo e inoculou-se em placas de Petri
esterilizadas com meio de leveduras, pelo método de espalhamento. Em seguida,
procedeu-se a impregnacdo dos discos de papel (6mm de diametro), previamente
esterilizados, nas respetivas diluicbes do dleo e dos extratos de lupulo. Utilizou-se o
fluconazol como controlo positivo e discos impregnados com os solventes utilizados nas
diluicbes (DMSO, Tween 80 e agua) como controlo negativo. As placas foram incubadas
24 horas a 25° C. Ap0s o periodo de incubacdo, mediram-se os halos de inibicdo (cm).
Todos os processos descritos foram realizados em cdmara de seguranca bioldgica

(Heraeus) de modo a garantir o maximo de condicdes de esterilidade.

Figura 15 — Atividade antifingica — método de difusdo em disco em agar
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Para a avaliacdo da atividade antifingica utilizou-se a Candida albicans NCPF
3179, obtido por isolamento, colecdo da Escola Superior de Agréaria do Instituto
Politécnico de Braganca.

5. Resultados e Discussao
5.1 Extratos e perfil fenolico

O rendimento dos extratos hidroalcodlicos foi calculado apds liofilizacdo e esta
representado na tabela VI. De acordo com o rendimento dos extratos hidroalcodlicos
representado na tabela VI, o extrato hidroalcoodlico do lupulo espontdneo vegetal
apresentou o maior rendimento (34,08%) com o menor rendimento obtido no extrato

hidroalcodlico da variedade Nugget de lapulo (6,13%).

Tabela VI - Rendimento dos extratos hidroalcodlicos do lapulo.

Massa inicial (g) Massa obtida ap6s Rendimento (%)
liofilizac&o (mg)

Nugget cones 5 0,1021 6,13
Nugget vegetal 5 0,1191 7,15
Polaris cones 5 0,4299 25,79
Polaris vegetal 5 0,1965 11,79
Espontaneo cones 5 0,255 15,30
Espontaneo vegetal 5 0,568 34,08

Na tabela VII, encontram-se os resultados obtidos relativamente a composicéo
fenolica dos trés diferentes extratos dos cones e partes vegetativas do lapulo, bem como
os tempos de retencdo (Ry), absorvancia (Amax), ido pseudomolecular ([M-H]) e os
fragmentos idnicos principais (MS?) de cada um dos compostos fenolicos presentes. Os

cromatogramas obtidos a 280 nm estdo representados nos graficos I, 11 e Ill. A
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identificacdo dos compostos fendlicos foi determinada pelos dados de tempo de retencao,

maximo do espectro ultravioleta, massa do i&o molecular e iGes do fragmento principal

em MS? e também com base em dados da literatura.
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Grafico | — Representacdo cromatografica de cones (linha cinza) e parte vegetativa (linha
verde) de lGpulo espontaneo a 280 nm.
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Grafico Il - Representacdo cromatografica de cones (linha cinza) e parte vegetativa
(linha verde) da variedade Polaris de Iupulo a 280 nm.
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Gréfico 111 - Representagdo cromatografica de cones (linha cinza) e parte vegetativa (linha
verde) da variedade Nugget de lGpulo a 280 nm.
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Tabela VII — Composicao fitoquimica de extratos hidroalcoolicos do lGpulo determinados por UHPLC-DAD-ESI-MS".

Humulus lupulus L.: aplicagdo cosmética de extratos obtidos de cones e partes vegetativas

Nugget Polaris Espontéaneo Ref
MS? Fragmentos Principais

NP RT UV max M-H- ESI-MS" (m/2) Composto Provéavel C Pv C PV C PV
1 16 264 191 173,111 Acido quinico + o+ o+ o+ + +
2 36 315 315 269, 153, 109 Acido protocatecuico 4-O-glucosideo - - - - - +  Tang, 2019
3 57 290sh, 324 353 191,179, 135 cis 3-O- Acido cafeoilquinico - + - + - +  Tang, 2019
4 71 309 355 337, 209, 191, 181 Acido Fertlico 4-O-glucosideo - - - + - - Tang, 2019
5 76 228, 307 337 191, 173, 163, 119 Acido coumaroilquinico (isémero 1) - + - - - +
6 7,7 227,310 337 191, 173, 163, 119 Acido coumaroilquinico (isémero 2) - + - + - +  Tang, 2019
7 8,3 290sh, 325 353 191, (179, 135) trans 5-O-Acido cafeoilquinico - + - - - - Sotto, 2018
8 8,6 290sh, 325 367 193 (173, 134) 3- O- Acido feruloilquinico - + - + - +  Tang, 2019
9 8,8 290sh, 326 353 173,179, 191 4-0-Acido cafeoilquinico - + - - - -
10 9,3 271,344,355 595 475, 385, 355, 341 Quercetina-3-O-glucosil-xilosideo .+ . . . . Tang, 2019
11 95 273 427 337 NI - -+ - - -
12 9,6 274 447 401 NI A -
13 10,0 312 337 191, 163, 119 Acido coumaroilquinico (isémero 3) - + - - - -
14 10,5 275,330 609 301 Quercetina-O-rutinésido (isomero 1) - - - - +
15 10,8 256, 266, 354 755 609, 591, 489, 301 Quercetina-3-rutinosideo-ramnosideo - + - + - -

Kaempferol - - - -
16 11,4 265, 346 739 593, 575, 285, 284 3-0-(2” - ramnosilgalactosideo) + + Tang, 2019

7-O-ramnosideo
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) o Magalhaes,2
17 11,8 256, 266, 354 609 301 Quercetina-O-rutindsido (isomero 3) + 010
o L - Magalhaes,2
18 12,1 256, 264, 352 593 429, (301) 285, 284 Kaempferol-3-rutinosideo (isomero 1) 010
. i Magalhaes,2
19 12,1 256,264,352 463 301, (179) Quercetina-3-hexosideo + 010
20 12,6 265,345 593 285, 284 Kaempferol-3-rutinosideo (isémero 2) +
Quercetina 3-O- (6 "-malonil-
21 12,8 256,265,360 549 505, (387, 355, 329, 285) glucosideo) +  Tang, 2019
Crioseriol 7-O- (6 "-
Magalhaes,2
23 13,1 265, 347 447 327, 284, 285 Kaempferol-3-hexosideo + 010
Derivado de Kaempferol-3- Magalhaes,2
24 13,8 265, 346 533 489, 329, 285 . +
acetilhexosideo 010
25 14,0 247 379 297 NI -
26 15,2 246,270 393 267 NI -
27 15,7 259 377 359, 308, 280, 221, 125 NI -
28 16,1 248,262 409 251 NI -
29 16,5 267 251 224,207, 179, 125, 151, 107 NI -
30 19,7 261 363 345, 319, 267, 249, 209 NI -
31 20,0 256, 329 317 248, 180 Cohulupona - Hsu, 2019
32 205 261,275 377 359, 281, 275, 263, 251, 223 NI -
33 21,2 274 375 ND NI -
34 21,6 366 353 247,233, 119 Xanthohumol -
35 22,0 282 377 359, 208, 281, 263, 238 NI -
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Hofte, 1998
36 22,6 283,321 347 278 Cohumulona + - + 4+ + - Magalhaes,
2010
Hofte, 1998
37 22,8 283,321 361 343, 292 Humulona + o+ o+ o+ + - Magalhaes,
2010
38 232 283 375 306 Adprehumulona/Prehumulona - -+ - - - Hsu, 2019
Hofte, 1998
39 235 275,331 399 330, 287, 275, 262, 219, 194 Colupulona + - + - + - Magalhaes,
2010
40 23,7 282 495 477, 358, 325, 301, 289 NI - + - - - -
41 23,8 275,330 413 369, 344, 301, 289, 276, 233 Lupulona + - + O+ + Maggllhoaes,
42 24,0 285 513 ND NI + - - - + -
43 24,3 281 429 411, 360, 333, 291 NI - - - + + -

C- Extrato de Cones; PV- Extrato de Partes Vegetativas; NP- Nimero do pico representados nos Graficos I, 1l e 111; ND- N&do determinado; NI- Néo
identificado; TR- Tempo de reten¢do; + - Presenca; - - Auséncia
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Na globalidade das amostras, dos quarenta e trés compostos detetados, trinta
foram identificados, sendo cinco identificados como alfa e beta acidos, 10 acidos
fenolicos e quinze flavonoides. Pela analise dos cromatogramas, os extratos obtidos a
partir dos cones de lupulo sdo mais ricos em compostos fendlicos que os obtidos a partir
das partes vegetativas.

Relativamente ao composto que elui no pico 1, com um ido pseudomolecular a
191 m/z, este foi identificado como sendo o acido quinico [Peso Molecular (PM) de 192],
tendo em conta as suas caracteristicas de tempo de retencdo, e espetro de UV; foi

identificado em todos os extratos (Tabela VII).

Os acidos fenolicos como o &cido coumaroilquinico, protocatecuico glucosideo, isémeros
do é&cido cafeoilquinico, que eluem até ao tempo 8,8 minutos, foram identificados
maioritariamente nas partes vegetativas do ltpulo e sobretudo na variedade Nugget, sendo
que a maioria deles ja tinham sido identificada em plantas de lGpulo (Di Sotto et al., 2018;
Tang et al., 2019) .

O pico identificado como 31, com um ido pseudomolecular a 317 m/z, foi
identificado como um beta-acido, a cohulupona (PM de 318), presente nas duas
variedades de lupulo a semelhanca dos compostos que eluem nos picos identificados
como 39 (colupulona) e o pico 41 (lupulona). Ja os alfa-a4cidos cohumulona (PM 348) e
humulona (M-H- 361) eluem nos picos 36 e 37, respetivamente, e estdo presentes na
maioria dos extratos. A semelhanca do que acontece no presente estudo, varios alfa e beta
acidos foram identificados anteriormente em extratos de lupulo (Hofte et al., 1998;
Magalhaes et al., 2010)

O pico 34, com um ido pseudomolecular a 353 m/z, foi identificado como se
tratando do flavondide xanthohumol (PM 354), presente nos extratos hidroalcodlicos de
cones e partes vegetativas da variedade Nugget e, de cones da variedade Polaris. Ainda,
se tratando de flavonoides, foram identificados os compostos referentes aos picos, 10, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 e 24. O pico 24, com um ido pseudomolecular a 533 m/z,
ndo foi identificado, no entanto sugere-se que se trata de um flavonodide derivado de
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Kaempferol-3-acetilhexosideo (PM 534). Encontra-se presente sobretudo nos extratos de
partes vegetativas do lupulo espontaneo, mas também nos extratos de cones e partes
vegetativas da variedade Nugget e de partes vegetativas da variedade Polaris e. Os
flavonoides foram 0s compostos maioritariamente identificados nos extratos
hidroalcodlicos do lupulo, sobretudo na variedade Nugget. Relativamente ao lupulo
espontaneo, também foram identificados compostos flavonoides nas partes vegetativas,
concretamente glicosideos de quercetina, kaempferol e crioseriol. Estes compostos foram
descritos anteriormente para outros extratos do lGpulo (Magalhaes et al., 2010; Tang et
al., 2019).

5.1. Avaliacdo da estabilidade da formulacdo em gel — Teste de estabilidade
preliminar

5.1.1. Analise organolética

A avaliagdo das caracteristicas organoléticas, é a forma mais acessivel para avaliar a
qualidade de uma amostra. A cor e o cheiro sdo indicativos do estado de conservacao da
preparagdo, uma vez que uma mudanga na cor ou no cheiro indicam alteragéo no estado
de conservacdo (Nogueira Prista et al., 1995). Logo, as formulacbes foram avaliadas

guanto a cor, cheiro e aspeto geral.

A analise organolética realizada sobre as formulagdes decorreu ap0s a sua preparacao,
estando os resultados obtidos representados na tabela VIII. Estes resultados também sdo
representativos de uma analise ap6s 7 dias, apds 14 dia e ao final de 30 dias. Ou seja,
relativamente a cor, ao cheiro e ao aspeto, ndo houve quais alteracdes num periodo de 30

dias.

Tabela V111 — Anélise organolética dos géis 0, 7, 14 e 30 dias ap0s preparacéo.

Carateristica Cor Cheiro Aspeto
Gel
Base Transparente Sem cheiro Homogéneo
EV 1,25% Transparente Sem cheiro Homogéneo
EV 2,5% Transparente Sem cheiro Homogéneo
EV 5% Transparente Sem cheiro Homogéneo
EF 1,25% Transparente Sem cheiro Homogéneo
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EF 2,5% Amarelo (ligeiro) Cheiro caracteristico da Homogéneo
Flor

EF 5% Amarelo Cheiro caracteristico da Homogéneo
flor

NV 1,25% Transparente Sem cheiro Homogéneo

NV 2,5% Transparente Sem cheiro Homogéneo

NV 5% Transparente Sem cheiro Homogéneo

NF 1,25% Transparente Sem cheiro Homogéneo

NF 2,5% Amarelo (ligeiro) Cheiro caracteristico da Homogéneo
flor

NF 5% Amarelo Cheiro caracteristico da Homogéneo
flor

PV 1,25% Transparente Sem cheiro Homogéneo

PV 2,5% Transparente Sem cheiro Homogéneo

PV 5% Transparente Sem cheiro Homogéneo

PF 1,25% Transparente Sem cheiro Homogéneo

PF 2,5% Amarelo (ligeiro) Cheiro caracteristico da Homogéneo
flor

PF 5% Amarelo Cheiro caracteristico da Homogéneo
flor

E.F- extrato hidroalcodlico de cones de lupulo espontaneo; E.V- extrato hidroalcodlico de partes
vegetativas de llpulo espontdneo; N.F- extrato hidroalcodlico de cones de nugget; N.V- extrato
hidroalcoolico de partes vegetativas de nugget; P.F- extrato hidroalcodlico de cones de polaris; P.V- extrato

hidroalcodlico de partes vegetativas de polaris.

Pelo que se pode verificar através dos resultados obtidos na tabela VIII, ap6s a
preparacdo das amostras e com a adicdo das diferentes concentracdes dos diferentes
extratos da planta do lupulo, ndo apresentaram grandes diferencas nas caracteristicas
organoléticas, comparado com a formulagdo em gel base. A homogeneidade das amostras
manteve-se igual em todos os géis. Relativamente a cor e ao cheiro verificou-se pequenas
alteracdes quando se adicionou 2,5% e 5% dos extratos do cone das diferentes variedades
da planta, alterando ligeiramente o cheiro e a cor com 2,5% de extrato dos cones (flor) e
uma alteracdo notoria, quando se adicionou 5% dos extratos dos cones dos diferentes

extratos da planta de lapulo.

As inflorescéncias femininas, produzem um p6 amarelo a que podemos chamar
de lupulina (Karabin et al., 2014; Miranda, 2015). As alteragdes referentes a cor e ao odor
pode estar relacionada com a lupulina que se encontra presente nos cones da planta, uma
vez que estas alteracBes sO se apresentaram na adicdo dos extratos dos cones do ldpulo

quando adicionados em concentragdes superiores.
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5.1.2. Medic¢éo do pH

E importante definir o pH de uma formulagio destinada a aplicacéo cutinea, uma
vez que cada produto deve apresentar um pH compativel com a regido de aplicacéo. O
pH natural da pele é determinado pelas secre¢des das glandulas sudoriparas e sebaceas,
além da producdo do &cido latico, que leva a formacao de um filme protetor hidrolipidico
sobre toda a superficie cutanea. A pele contém um pH medio de 5,5, embora este possa
variar um pouco dependendo da &rea do corpo (Tichota et al., 2014).

A determinacdo do pH foi efetuada sobre todas as amostras, no momento apos a
preparacdo das formulagbes em gel com as diferentes concentragdes de extratos das
diferentes amostras de lupulo, apés 3, 7 e 14 dias. Os resultados obtidos estdo

representados na tabela XII em anexo.

As formulagfes mantiveram um pH &cido desde o inicio da formulacéao até aos 14
dias apds a preparacdo das mesmas. Os valores de pH variaram de 5,9 a 6,2. Segundo
Lucero et al., 1994, um valor de pH de 4,5 a 6, € o valor recomendado para aplicacfes
cutaneas, de modo a evitar o risco de irritacbes da pele (Lucero et al., 1994). Deste modo,
uma vez que o pH das formulagdes ultrapassa a faixa de pH recomendado para aplicagdes
cuténeas, as formulagdes preparadas ndo séo adequadas para aplicacdo cuténea, devendo

pensar-se num ajuste de pH da formulacéo.

Neste sentido, o pH da formulacéo base néo alterou muito com a incorporacao dos
extratos das diferentes variedades do lupulo. Posto isto, e uma vez que na formulagédo do
gel base foi necessario acertar o pH igual a 6, com um acerto de um pH inferior a 6, talvez
as formulagdes passem a apresentar uma escala de pH dentro dos valores aceitaveis para

aplicagdes cutaneas, de modo a evitar o risco de irritagcOes da pele.
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5.1.3. Textura (firmeza, consisténcia, coesividade e o indice de viscosidade)

A avaliacdo dos pardmetros de textura de formulacBes semissolidas fornece

informacdes sobre suas propriedades mecanicas (Tichota et al., 2014).

Nos gréficos (IV, V, VI, VII, VII, IX, X) abaixo, estdo representados os
resultados relativamente aos parametros da textura: firmeza, consisténcia, coesividade e

indice de viscosidade das diferentes formulacdes.

Nugget Vegetal

6000,00 ——— 1,25% 25% 55
5000,00
4000,00
3000,00
2000,00
1000,00 I I I I I I

0,00

-1,59 -1,61 -1,64 -1,58 -1,58 -1,54
-1000,00
W Firmeza g Consistencia g.sec Coesividade g indice de viscosidade g.sec

Gréfico IV —Firmeza, consisténcia, coesividade e indice de viscosidade dos géis com
diferentes concentracfes (1,25%, 2,5% e 5%) de extrato hidroalcodlico de partes
vegetativas da variedade Nugget de lupulo.
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Nugget Cones
6000,00 — 1,25%
2,5% 5%
5000,00
4000,00
3000,00
2000,00
1000,00
0,00 4|—.—I—-
-1,69 -1,67 -1,65 -1,61 -1,53  -1,61
-1000,00
B Firmezag Consistencia g.sec M Coesividade g indice de viscosidade g.sec

Grafico V - Firmeza, consisténcia, coesividade e indice de viscosidade dos géis com
diferentes concentracdes (1,25%, 2,5% e 5%) de extrato hidroalcodlico dos cones da
variedade Nugget de lapulo.

Polaris Vegetal

1,25%
4500,00

4000,00
3500,00
3000,00
2500,00
2000,00
1500,00
1000,00
500,00

0,00
500,00 -1,60 -1,79 -1,54 1,60 -1,56  -1,51

-1000,00

2,5% S

M Firmeza g Consistencia g.sec M Coesividade g indice de viscosidade g.sec

Gréfico VI — Firmeza, consisténcia, coesividade e indice de viscosidade dos géis com
diferentes concentrages (1,25%, 2,5% e 5%) de extrato hidroalcodlico de partes
vegetativas da variedade Polaris de lupulo.
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Polaris Cones
1,25%

5000,00
2,5% 5%

4000,00

3000,00

2000,00

1000,00

0,00

-1,63  -1,70 -1,67 -1,63 -1,55  -1,57
-1000,00

B Firmezag Consistencia g.sec M Coesividade g indice de viscosidade g.sec

Grafico VII — Firmeza, consisténcia, coesividade e indice de viscosidade dos géis com
diferentes concentracdes (1,25%, 2,5% e 5%) de extrato hidroalcodlico dos cones da
variedade Polaris de lupulo.

Lapulo Espontaneo Vegetal

6000,00
1,25% 2,5% 59%

5000,00
4000,00
3000,00
2000,00
1000,00 L L B

0,00

-1,77 -1,67 -1,74 -1,70 -1,70 -1,67
-1000,00
B Firmeza g Consistencia g.sec M Coesividade g indice de viscosidade g.sec

Grafico VIII —Firmeza, consisténcia, coesividade e indice de viscosidade dos géis com
diferentes concentracBes (1,25%, 2,5% e 5%) de extrato hidroalcodlico de partes
vegetativas de lUpulo espontaneo.
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Lapulo Espontaneo Cones

6000,00
1,25% 2,5% 5%
5000,00
4000,00
3000,00
2000,00
1000,00
0,00
-1,84  -1,79 -1,76  -1,70 -1,68 -1,66
-1000,00
B Firmezag Consistencia g.sec M Coesividade g indice de viscosidade g.sec

Grafico IX - Firmeza, consisténcia, coesividade e indice de viscosidade dos géis com
diferentes concentracdes (1,25%, 2,5% e 5%) de extrato hidroalcodlico dos cones de
[Upulo espontéaneo.

Gel Base

6000,00

5000,00

4000,00

3000,00

2000,00

1000,00 I I
0,00 - -

-1,59 -1,41

-1000,00

B Firmezag Consistencia g.sec W Coesividade g indice de viscosidade g.sec

Grafico X — Firmeza, consisténcia, coesividade e indice de viscosidade do gel base.

De acordo com Tichota (Tichota et al., 2014) a firmeza esta relacionada com a
facilidade de aplicacdo de um produto na pele. Através da anélise dos gréficos, os valores
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de firmeza para o gel base em meédia corresponde a 1478+43,535 g, enquanto que 0s
valores das formulacdes com os extratos variam de 1110 g a 1487 g. Pode-se também
observar que a firmeza das formulagGes nao aumenta em funcdo do aumento da
concentracdo dos extratos, pelo que as formulages com 1,25% de extrato manifestaram

maior valor de firmeza do que as formulagdes que contem 5% de extrato.

Tendo por base a andlise dos graficos na mesma variedade da planta do lupulo, a
consisténcia tende a diminuir consoante 0 aumento da concentracdo de extrato das
formulacGes. Comparando a consisténcia do gel base com as formulag6es incorporadas
com os extratos do ldpulo, observou-se uma diminuicdo da consisténcia. Pois a
consisténcia do gel base em média corresponde a 5366+126,105 g/sec enquanto que a
consisténcia das formulacBes dos extratos ja € menor sendo o valor mais alto 5256,09

g/sec.

A coesividade indica o quanto a estrutura do gel permaneceu intacta apés a
primeira compressao (Ovos et al., 2005). Relativamente a coesividade das formulacdes,
a base gel tem uma coesividade maior em comparacdo com as outras formulacgdes, tendo
uma média igual a -129+3,885 g, 0 que se leva a crer que com a adi¢do dos extratos a
coesividade tende a diminuir. No que se refere a adi¢ao das diferentes concentracfes pode
se observar que a coesividade quase nao sofre alteracdo, mantendo uma média

praticamente igual.

Relativamente ao indice de viscosidade das formulag¢Ges contendo extratos, dentro
das variedades, este aumenta consoante aumenta a concentracdo de extrato das
formulacbes. O gel base tem um indice de viscosidade maior, -1,5+0,09,
comparativamente as formulagfes com os extratos incorporados, de acordo com a analise

feita através dos gréaficos.

5.1.4. Vibragdo Mecanica

A vibragdo durante o transporte pode afetar a estabilidade das formulagdes,
causando separacgdo das fases das emulsGes, solidificacdo das suspensoes, entre outros

(ANVISA, 2005), pelo que é fundamental avaliar estes parametros.
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O teste de vibracdo mecénica ndo revelou quaisquer alteragdes nas amostras,
mantendo todas 0 mesmo aspeto homogéneo inicial sem separacao de fases, como se pode

observar no exemplo da figura 16.

Figura 16 - Resultado do teste de vibracdo mecanica.

5.1.5. Teste de Centrifugacao

A centrifugacdo gera stresse na preparacdo porque sdo criadas condi¢bes que
simulam um aumento da forca da gravidade, o que permite antecipar possiveis alteracoes
de estabilidade (Moreira de Oliveira, 2009). Estas alteracGes podem ser observadas sob a
forma de precipitados, ocorréncia de separacdo de fases, formacdo de sedimentos

compactos, entre outros (Moreira de Oliveira, 2009).

No final dos dois ciclos de centrifugacdo, nenhuma das formulagdes em gel
apresentou instabilidade fisica, como separagéo de fases ou outra alteracdo, como se pode
verificar na figura 17. Manifestaram no final do teste, 0 mesmo aspeto homogéneo

verificado logo ap6s a sua preparacao.
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Figura 17 — Resultado do teste de centrifugagéo.

5.1.6. Teste Espectrofotométrico

As formulacdes foram submetidas a uma analise espectrofotométrica, no sentido
de verificar a sua estabilidade quimica. Os resultados estdo representados nos gréaficos
(X1, X1, X111, X1V, XV, XVI e XVII) abaixo.

A formulagdo base e as formula¢des com 1,25% de extrato de lupulo incorporado,
apresentaram um espetro semelhante. Ja as formula¢fes com 2,5% e 5% de extrato de
lUpulo incorporado, apresentaram um espetro maior. Pelas extracdes hidroalcodlicas dos
cones e partes vegetativas das amostras de lGpulo, obtiveram-se extratos liquidos de cor
amarela e verde, respetivamente. Visto que que as formulacfes testadas, com maior
concentracdo de extrato de lupulo apresentaram uma absorvancia maior, estes resultados

podem estar associados a pigmentacao dos extratos.
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Grafico X1 — Resultados da andlise espetrofotométrica do gel base.

Nuggets Vegetal
2,5
2
8
é 1,5
2 ——N.V 1,25%
]
8 1 —N.V2,5%
<
N.V 5%
0,5
0

0 100 200 300 400 500 600 700
Comprimento de onda (nm)

Grafico XII — Resultados da analise espectrofotométrica de Nuggets vegetal.
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Grafico X111 — Resultados da analise espectrofotométrica de Nuggets flor.
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Grafico X1V - Resultados da andlise espectrofotométrica de Polaris Flor.
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Grafico XV — Resultados da analise espectrofotométrica de Polaris Vegetal.
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Gréfico XVI — Resultados da analise espetrofotométrica de lupulo Espontaneo
Vegetal.
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Expontaneo Flor

2,5

1,5
—E.F 1,25%

Absorvancia

1 E.F2,5%

E.F 5%
0,5

0 100 200 300 400 500 600 700

Comprimento de onda

Grafico XVII — Resultado da andlise espetrofotométrica de lupulo Espontaneo Flor.

5.1.7. Densidade

No caso de liquidos ou semissélidos a densidade pode indicar a incorporagdo de

ar ou a perda de ingredientes volateis (ANVISA, 2005). Os resultados obtidos estdo

representados na tabela IX.

Tabela IX — Resultados da densidade obtidos ap6s a preparacao das formulagdes, 3 e 7

dias depois.

Densidade (Kg/m)
t=0 t=3 dias t=7 dias
Gel base 1,08+0,00 1,08+0,00 1,08+0,00
NF 1,25% 1,11+0,00 1,11+0,00 1,14+0,03
NF 2,5% 1,11+0,00 1,095%0,015 1,11+0,00
NF 5% 1,08+0,00 1,095+0,015 1,08+0,00
NV 1,25% 1,11+0,00 1,11+0,00 1,08+0,00
NV 2,5% 1,11+0,00 1,095+0,015 1,11+0,00
NV 5% 1,08+0,00 1,095+0,015 1,08+0,00
EF 1,25% 1,11+0,00 1,11+0,00 1,08+0,00
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EF 2,5% 1,11+0,00 1,11+0,00 1,11+0,00
EF 5% 1,08+0,00 1,08+0,00 1,11+0,00
EV 1,25% 1,115+0,005 1,11+0,00 1,11+0,00
EV 2,5% 1,08+0,00 1,095+0,015 1,08+0,00
EV 5% 1,08+0,00 1,08+0,00 1,08+0,00
PF 1,25% 1,12+0,00 1,12+0,00 1,115+0,005
PF 2,5% 1,11+0,00 1,08+0,00 1,08+0,00
PF 5% 1,08+0,00 1,11+0,00 1,08+0,00
PV 1,25% 1,11+0,00 1,11+0,00 1,117+0,00
PV 2,5% 1,11+0,00 1,11+0,00 1,11+0,00
PV 5% 1,08+0,00 1,08+0,00 1,095+0,015

E.F- extrato hidroalcodlico de cones de IUpulo espontaneo; E.V- extrato hidroalcodlico de partes
vegetativas de llpulo espontdneo; N.F- extrato hidroalcodlico de cones de nugget; N.V- extrato
hidroalcoolico de partes vegetativas de nugget; P.F- extrato hidroalcoolico de cones de polaris; P.V- extrato

hidroalcoolico de partes vegetativas de polaris.

Quanto a densidade, as formulacdes apresentam uma densidade aparente entre
1,08+0,00 Kg/m™ e 1,14+0,03 Kg/m. A formulacio gel base, apresentou uma densidade
aparente de 1,08+0,00 Kg/m™. Portanto a densidade das formulacdes contendo extrato

ndo varia muito da densidade da formulacéo base.

5.2. Avaliacao da estabilidade da formulacdo em gel — Teste de estabilidade
acelerada

5.2.1. Teste de Humidade relativa

O teste de humidade relativa teve a duracdo de 30 dias, no qual as amostras foram
submetidas a diferentes temperaturas e percentagem de humidade relativa. Ao fim de 30
dias, as caracteristicas organoléticas de cada formulacao (cor, cheiro, aspeto), separacédo

de fases e o valor do pH, foram analisadas.

Relativamente as caracteristicas organoléticas, nao se registaram alteracdes quanto a
cor, cheiro e aspeto, mantendo as formulagdes 0 mesmo aspeto homogéneo, a mesma cor
e 0 mesmo odor comparativamente com as formulagdes iniciais. Também n&o se registou
separacdo de fases das amostras. Os valores do pH estdo representados na tabela X111 em
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anexo pode-se concluir que ndo se registaram alteracbes relativamente ao pH das
formulacGes mantendo um pH entre 5,930,047 e 6,16+0,047.

5.2.2. Teste de Luz

A luz ultravioleta junto com o oxigénio leva a formac&o de radicais livres. A mudanca
de cor e do odor da formulacdo, sdo indicativos de ocorréncia de oxidacdo que se traduz

na degradacdo dos ingredientes da formulacdo (ANVISA, 2005).

No teste de luz as amostras duplicadas de cada preparagdo foram submetidas a
condicdes extremas de luminosidade com recurso a uma lampada dayligth durante 30
dias. Apos 15 dias em que as amostras tiveram submetidas a condi¢fes extremas de
luminosidade, registraram-se uma pequena desidratacdo das mesmas. No final de 30 dias,
observou-se desidratacdo das preparagdes, como mostra a figura 16. Relativamente as
caracteristicas organoléticas, ndo houve qualquer alteracdo na cor e no odor das amostras.
Em contrapartida, houve alteracdo no aspeto, pois com a desidratacdo das mesmas, as

amostras revelaram um aspeto mais pegajoso e menos humido.

Pode-se constatar que estas alteracbes ndo estdo relacionadas com a adicdo das
diferentes concentracdes dos extratos nem das diferentes variedades da planta do Itpulo,
uma vez que o nivel de desidratacdo nao foi igual em todas as amostras duplicadas do
mesmo extrato ou da mesma concentragdo. Como se observa na figura 16, por exemplo,
para Polaris flor a 2,5%, a desidratacdo ndo € a mesma no gel 1 e no gel 2, sendo a

desidratacdo maior no gel 1. Também se pode dizer o mesmo para Nuggets flor a 5%.
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Figura 18 — Resultado do teste de luz.

5.2.3. Variacdo extrema da temperatura consecutiva

As amostras foram submetidas a condigfes extremas de temperatura
congelamento/descongelamento. Ao fim dos ciclos de congelamento e descongelamento,
as formulagdes foram analisadas quanto a cor, separagdo de fases, aspeto e odor. N&o se
observou alteragéo na cor, no espeto e odor das formulagdes, nem a presenca de separagédo
de fases das amostras.

5.3. Atividade antimicrobiana e antifingica

Em geral, todos os produtos que contém &gua e compostos organicos ou
inorganicos, com condigdes fisico-quimicas adequadas, estdo sujeitos a contaminacao
microbiana, justificando o facto destes produtos, carecer de protecdo eficaz e adequada,
contra a proliferacdo microbiana. Sistemas de preservacdo, intrinsecos ou extrinsecos,
devem salvaguardar o produto da degradagéo microbiana, quer seja em sua embalagem

fechada até ao uso, ou em recipiente aberto durante o uso.
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A pele e as mucosas sdo protegidas contra microrganismos. No entanto, a presenca
de microrganismos em produtos cosméticos, podem aumentar o risco de infecdo
microbiana. Estudos, referenciam as estirpes Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Candida albicans entre os microrganismos mais frequentes

encontrados em cosmeéticos (Halla et al., 2018).

5.3.1. Atividade antibacteriana

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana e antifingica do 6leo essencial de
Thymus zygis subsp. zygis, recorreu-se a extragdo do mesmo por destilacdo a vapor onde
se obteve um volume de 0,3mL do oOleo essencial extraido, com um rendimento de
extragéo de 0,375% (v/m).

Os resultados dos respetivos MIC e MBC de cada amostra, estdo representados na
tabela X.

Como se pode observar pela analise da tabela X, os extratos do lapulo, nas
concentracdes testadas, ndo apresentaram atividade antimicrobiana contra as estirpes de
bactérias utilizadas. Véarios estudos descritos na bibliografia, defendem que o ldpulo
possui propriedades antibacterianas e antifingica (Bartmanska et al., 2018), levando a
concluir que os valores dos respetivos MIC e MBC, sdo superiores aos valores das

concentragdes testadas.

Tabela X — Atividade antibacteriana (MIC e MBC) dos extratos do lupulo e do 6leo
essencial do Thymus zygis subsp. Zygis.

Bactérias

Amostras P. aeruginosa E. coli S. aureus

MBC MIC MBC MIC MBC MIC
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T. zygis 1,25% 1,25% 0,31% 0,31% 0,031% 0,031%
subs.p.
zygis
E.F >10 mg/mL >10 mg/mL >10 mg/mL | >10 mg/mL | >10 mg/mL | >10 mg/mL
E.V >10 mg/mL >10 mg/mL >10 mg/mL | >10 mg/mL | >10 mg/mL | >10 mg/mL
N.F > 10 mg/mL > 10 mg/mL >10mg/mL | >10 mg/mL | >10mg/mL | >10 mg/mL
N.V > 10 mg/mL > 10 mg/mL >10mg/mL | >10mg/mL | >10mg/mL | >10 mg/mL
P.F > 10 mg/mL > 10 mg/mL >10mg/mL | >10mg/mL | >10mg/mL | > 10 mg/mL
P.V > 10 mg/mL > 10 mg/mL >10mg/mL | >10mg/mL | >10 mg/mL | > 10 mg/mL

E.F- extrato hidroalcodlico de cones de llpulo esponténeo; E.V- extrato hidroalcodlico de partes
vegetativas de ldpulo espontdneo; N.F- extrato hidroalcodlico de cones de nugget; N.V- extrato
hidroalcodlico de partes vegetativas de nugget; P.F- extrato hidroalcodlico de cones de polaris; P.V- extrato
hidroalcoolico de partes vegetativas de polaris.

O Oleo essencial de Thymus zygis subsp. zygis, ao contrario das amostras do
lUpulo, apresentou atividade antimicrobiana contra as trés estirpes bacterianas testadas.
No geral, e pela analise dos resultados apresentados na tabela X, das trés estirpes de
bactérias testadas, 0 OE de Thymus zygis subsp. zygis teve maior atividade antibacteriana
contra bactérias Gram positivas, nomeadamente o Staphylococcus aureus que revelou ser
0 mais sensivel, uma vez que o OE 0,031% foi capaz de inibir o seu crescimento. Em um
estudo realizado por Afonso & Pereira, com decoc¢des de Thymus herba-baroma,
Thymus pseudolanunginosus e Thymus caespititius, o Staphylococcus aureus exibiu

maior sensibilidade entre as estirpes testadas (Afonso & Pereira, 2020).

O OE de Thymus zygis subsp. zygis, apresentou maior valor de MIC para a
Pseudomonas aeruginosa, sendo das estirpes bacterianas testadas a mais resistente, com
um MIC igual a 1,25% do OE. Quanto a atividade antibacteriana para a Escherichia coli,
apresentou um valor de MIC igual a 0,31%, confirmando assim atividade antimicrobiana

do Thymus zygis subsp. zygis contra bactérias Gram negativas.
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5.3.2. Atividade antifungica

Para a avaliacdo da atividade antifungica dos extratos das diferentes variedades
do lupulo e do Thymus zygis subsp. zygis, foi utilizado o método de difusdo em disco em

agar, usando a estirpe Candida albicans.

Como ocorrido na andlise da atividade antimicrobiana, os extratos das duas
variedades do lupulo e do Iupulo esponténeo, ndo apresentaram atividade antifungica
contra a Candida albicans, nas concentracdes testadas, como se pode observar na figura
19.

Figura 19 - Resultados da atividade antifungica dos extratos do lGpulo com a Candida
albicans. Halos de inibicdo formados para as dilui¢bes: 1/2; 1/4; 1/8; e 1/16 do extrato
hidroalcodlico dos cones do lUpulo espontaneo (1), de partes vegetativas da variedade
Polaris (2), de cones da variedade Polaris (3), de partes vegetativas da variedade Nugget
(4), dos cones de Nugget (5),das partes vegetativas do IUpulo espontaneo (6), controlo

(7).

Ja o Thymus zygis subsp. zygis, apresentou atividade antifingica contra a estirpe
fangica testada, Candida albicans. Mediu-se o halo de inibicdo e os valores se encontram

representados na tabela XI.
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Tabela XI — Resultado da atividade antifingica do 6leo essencial de Thymus zygis
subsp. zygis para a Candida albicans

Concentracdes de OE de Thymus zygis Halo de inibicdo (cm)
subsp. zygis
2,5% 0,95cm
1,25% 0,6 cm
0,625% 0,2cm
0,31% 0cm
Fluconazol (Controlo) Halo de inibigdo (cm)
100 pg 0,3cm

Figura 20 - Resultado do método de Difusdo em disco em placa do 6leo essencial de
Thymus zygis subsp. zygis.

Através da andlise dos resultados obtidos apresentados na tabela XI, a maior
concentracdo do 0Oleo essencial de Thymus zygis subsp. zygis testada levou & formacao de
um halo de inibicdo de 0,9 cm. Também se observou que o 6leo essencial do Thymus
zygis subsp. zygis, deixa de ter atividade antifungica com 0,31% do OE. De acordo com
estes resultados, pode-se confirmar que o 6leo essencial de Thymus zygis subsp. zygis

possui atividade antifungica contra a Candida albicans tendo um halo de inibicdo trés
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vezes maior que o controlo, na maior concentracgéo testada 2,5%, e duas vezes maior com
1,25% do OE.
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6. Conclusao

Atualmente a procura de produtos cosméticos de base natural é uma realidade, o
que constitui um desafio para a industria cosmética, no que respeita a producédo e
sobretudo a estabilidade. Neste sentido, com o objetivo de prever alteracfes fisico-
quimicas e microbiol6gicas que podem ocorrer desde a fabricacdo de uma formulagédo
cosmeética, até o final do seu prazo de validade, o estudo da sua estabilidade apresenta-se
como uma etapa determinante no desenvolvimento de uma formulagdo cosmética. Este
estudo permite avaliar o desempenho, seguranca e eficacia do produto cosmético e
contribuir para a reducdo do seu tempo de desenvolvimento. Os testes de estabilidade
orientam o desenvolvimento de formulacdes cosmeéticas, fornecendo informacgbes para
melhorias na preparacao, no caso de se encontrarem manifestacdes de instabilidade e/ ou

incompatibilidade entre ingredientes (Bartmanska et al., 2018; Vieira et al., 2009).

De acordo com os resultados obtido no presente estudo, as formulac6es contendo
extratos hidroalcoolicos de partes vegetativas e cones, das variedades Nugget e Polaris de
lUpulo e de uma amostra de um lUpulo espontaneo, apresentaram um bom desempenho
na avaliacdo da estabilidade fisico-quimica das mesmas. N&o se registrou separacdo de
fases nos teste de centrifugacdo, vibracdo mecénica e nas condigdes simuladas de
armazenamento a longo prazo, o que indica que as condigdes de transporte e 0s
movimentos de vibracdo ndo modificam as formulacdes, assim como 0 armazenamento a
longo prazo em diferentes condi¢Ges de humidade e temperatura ndo alteram os estado
fisico das formulacdes. As caracteristicas organoléticas permaneceram iguais desde o0
momento da preparacdo das formulagdes até o final de cada teste. As formulacGes
apresentaram um pH acido entre 5,93+0,047 e 6,160,047, com uma densidade aparente
que variou entre 1,08+0,00 Kg/m™ e 1,14+0,03 Kg/m, tendo a formulagio base uma
densidade aparente igual a 1,08+0,00 Kg/m, proxima da densidade das formulacdes
contendo extratos. No teste da avaliacdo da textura, a consisténcia das formulacdes
diminuiu & medida que a concentracdo de extrato aumentava, podendo-se concluir que
guanto maior a concentracdo de extrato menor a consisténcia. Ja em relacdo a firmeza das

formulacGes verificou-se que a firmeza das formulagdes ndo aumenta em funcdo do

87



Humulus lupulus L.: aplicagdo cosmética de extratos obtidos de cones e partes vegetativas

aumento da concentracdo dos extratos. No teste de luz, ndo se registaram alteracdo na cor
e no cheiro das formulacgdes, mas ao fim dos 30 dias do teste, houve desidratacdo das

formulagoes.

Tendo em conta os resultados obtidos neste trabalho, a incorporacdo de extratos
hidroalcodlicos de Iupulo em formulacGes cosmeéticas, neste caso géis com polimero de
Carbopol, nédo altera a maioria das propriedades fisico-quimicas das formulaces sujeitas
a diferentes condigdes de temperatura e armazenamento a longo prazo, e também néo
altera as caracteristicas organoléticas das formulacdes. Relativamente ao pH das
formulagbes (5,93+0,047 e 6,16+0,047), ndo se encontra na escala de pH aceite para
aplicacdes topicas. Talvez acerto no pH para um valor inferior a 6 na preparacédo do gel,
possa ser uma solucdo, no entanto, esta hipdtese carece de testes futuros.

Relativamente a atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcoolicos de Itpulo,
verificou-se que estes ndo apresentaram atividade antibacteriana nem antifingica contra
as estirpes de bactérias e fungos testadas, nas concentragdes usadas, 0 que ndo descarta a
hipGtese de possuirem atividade antimicrobiana, uma vez que a bibliografia descreve o

lGpulo como uma planta com estas propriedades.

Por sua vez, o 6leo essencial de Thymus zygis subsp. zygis apresentou atividade
antibacteriana e antifungica contra todas as estirpes testadas, o que justifica a incluséo do
Oleo essencial de Thymus zygis subsp. zygis na formulacdo, como conservante.
Concretamente, apresentou valores de 0,31%, 0,031% e 1,25% (MIC e MBC) para E.
coli, S. aureus e P. aeruginosa, respetivamente, e um halo entre 0,95 cm e 0,2 cm para as
concentragOes de 2,5% e 0,625%, respetivamente. O S. aureus exibiu maior sensibilidade
enguanto que a P. aeruginosa exibiu maior resisténcia entre as estirpes testadas, com um
MIC igual a 1,25%.

Quanto ao estudo do perfil fendlico de cones e partes vegetativas, das variedades
Nugget e Polaris do Iupulo e do lupulo espontaneo, dos quarenta e trés compostos
detetados, trinta foram identificados, tendo sido cinco identificados como &cidos alfa e
beta, dez acidos fendlicos e quinze flavonoides. Os compostos &cidos cohulupona,

cohumulona, humulona e lupulona foram todos identificadas em extratos de cones e
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partes vegetativas da variedade Polaris, sendo que a colupulona foi identificada apenas
em extratos dos cones desta variedade. Em relacdo ao l0pulo espontdneo a parte
vegetativa da planta, apresentou compostos flavonéides como a quercetina, kaempferol e
crioseriol, nas suas formas glicosiladas. O isoxanthohumol, um prenilflavondide com
propriedades fito-estrogénicas, tambem foi identificado em extratos hidroalcoodlicos de
cones e partes vegetativas da variedade Nugget do lupulo, e também em cones da

variedade Polaris.

Ao efetuar o estudo do perfil fendlico dos diferentes extratos de cones e partes
vegetativas das diferentes variedades e do IUpulo espontaneo, pretendeu-se verificar se as
partes vegetativas da planta do IUpulo, que sdo descartadas durante a producdo da cerveja,
apresentam compostos com interesse para industria cosmética, e outras. Com estes
resultados, pode dizer-se que embora as partes vegetativas da planta do IGpulo sejam
menos ricas em compostos fendlicos, possuem igualmente compostos importantes como
é o isoxanthohumol, encontrado em partes vegetativas da variedade Nugget, assim como

compostos flavonoides identificados nas partes vegetativas do IUpulo espontaneo.

Propdem-se, assim, um estudo mais exaustivo das partes vegetativas do lpulo,
que inclua a quantificacdo de compostos fendlicos conjuntamente com a otimizacgdo das
condicdes de extracdo, na perspetiva de aproveitamento e valorizacdo deste subproduto
do lapulo. Ainda, dever-se-do realizar estudos de bioatividade utilizando concentracdes
superiores de extratos de lUpulo, assim como testes in vitro para determinar capacidade
antimicrobiana, antioxidante, inibicdo de enzimas (ex: lipoxigenase, colagenase,
elastase), e testes em linhas celulares que permitam um primeiro screening de eventuais
efeitos benéficos para a pele. Adicionalmente, sugere-se a incorporagdo dos extratos com
maior interesse, em formulacGes cosméticas, que deverdo ser sujeitas a testes de
estabilidade, de toxicidade eficacia, a fim de entender o seu comportamento para poderem

ser propostas para aplicacdo em cosmeéticos.
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8. Anexos

Tabela X1l — Resultado da determinacédo do pH das formulacGes, apds preparacao (0),
3, 7 e 14 dias depois.

pH t=0 dias t=3 dias t=7 dias t=14 dias Diferengas 0-14
dias

E.V 1,25% 6,1+0,00 6,1+0,00 6,033+0,047 6+0,00 1

E.V 5% 6,13+0,047 6,16+0,047 6,033+0,047 6,16+0,047 -0,03

P.V 2,5% 6,033+0,047 6+0,00 5,93+0,047 6,13+0,047 -0,09

P.F 1,25% 6,13+0,047 6,2+0,00 6,06+0,047 6,1+0,00 0,03

P.F 5% 6,13+0,047 6,16+0,047 6,1+0,00 6,16+0,047 -0,03

N.V 2,5% 6,06+0,047 6,1+0,00 6,033+0,047 6,06+0,047 0

N.F 1,25% 5,960,047 60,00 5,960,047 60,00 -0,04

N.F 5% 6,1+0,00 6,033+0,047 6,06+0,047 6,13+0,047 -0,03

E.F- extrato hidroalcodlico de cones de ldpulo espontdneo; E.V- extrato hidroalcodlico de partes

vegetativas de llpulo espontdneo; N.F- extrato hidroalcodlico de cones de nugget; N.V- extrato
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hidroalcoolico de partes vegetativas de nugget; P.F- extrato hidroalcootlico de cones de polaris; P.V- extrato

hidroalcoolico de partes vegetativas de polaris.

Tabela X111 — Resultado do pH das formulagdes no final do teste de humidade relativa
e apos 8 dias.

pH no fim do teste de pH/t=8 dias
humidade Relativa
Gel base 6,1 6,1
E.V 1,25% 6,1 6
E.V 2,5% 6,2 6,2
E.V 5% 6,2 6,2
N.V 1,25% 6 6
N.V 2,5% 6,1 6,1
N.V 5% 6,1 6,2
N.F 1,25% 5,9 6
N.F 2,5% 6 6,1
N.F 5% 6,1 6
P.V 1,25% 6 6
P.V 2,5% 6 6
P.V 5% 6,1 6,1
P.F 1,25% 6,1 6,2
P.F2,5% 6,1 6,2
P.F 5% 6,2 6,1

E.F- extrato hidroalcoolico de cones de llpulo espontineo; E.V- extrato hidroalcodlico de partes
vegetativas de ldpulo espontaneo; N.F- extrato hidroalcodlico de cones de nugget; N.V- extrato
hidroalcodlico de partes vegetativas de nugget; P.F- extrato hidroalcodlico de cones de polaris; P.V- extrato

hidroalcodlico de partes vegetativas de polaris.
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CARBOPOL E GEL CARBOMERO

Sindnimos: Carbomer. Carbdmero. Carboxipolimetileno. Carpoleno. Polimero
carboxivinilico. Acido poliacrilico.
INCI/Férmula quadro: Carbopol: Carbomer.

Gel carbomero: Aqua csp 100%, propylene glycol 5%, carbomer 0,5-
1%, imidazolidinyl urea 0,1-0,5%, disodium EDTA 0,05-0,1%,
methylchloroisothiazolinone + methyl isothiazolinone 0,01-0,05%.
triethanolamine g.s.

Férmula molecular: [-CH2-CH(COOH)-]n

Peso Molecular: Aprox. 700.000 — 4.000.000.000.

Avaliou-se em 104.400 para o Carbopol 940.

Descricdo: Os Carbopdis sao polimeros sintéticos do acido acrilico, de alto
peso molecular e caracter anidnico, que dao lugar a dispersdes em
meio aquoso, hidro-alcodlico, e com diferentes solventes
organicos. Existem diferentes tipos de Carbopol, que sdo
designados por um nimero, mas os que mais se utilizam
actualmente em farmacia sdo o Carbopol 934 e o Carbopol 940.

Os que tém a letra P depois do nimero sdo de elevada pureza, com
um teor residual de benzeno muito baixo, que faz com que estejam
preparados para via oral (por exemplo: como aglutinante em
comprimidos).
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Dados Fisico-Quimicos:

Propriedades e usos:

Carbopol 934P e Carbopol 940:

P6 branco ou quase branco, esponjoso, higroscépico, incha em
agua e noutros solventes polares, depois de dispersao e
neutralizacdao em solugdes de hidréxido de sddio. Neutralizada a
dispersao, é soluvel em agua, alcool, e glicerina. Ponto de fusao:
aprox. 2602C (decompde-se ao fim de 30 min).

Gel carbdmero:

Gel transparente, muito viscoso, com algum ar incorporado e com
leve odor. pH: aprox. 5,8.

O Carbopol é utilizado como agente emulsionante, viscosificante,
suspensor e gelificante, em formulas como solugées, suspensdes,
cremes, geles e pomadas, que se podem administrar por via
oftdlmica, rectal e tdpica.

Como emulsionante é utilizado na elaboragédo de emulsGes O/W
para uso tépico, quando se quer diminuir a proporgao de gorduras.
Como gelificantes, os carbémeros formam geles neutros
transparentes (para se formar o gel é necessdrio neutralizar o
Carbopol com uma base do tipo trietanolamina ou uma solugao de
hidroxido de sédio a 10%). A transparéncia depende dos

solventes e dos principios activos utilizados.

Também é utilizado como aglutinante
na formulagao de comprimidos.

Em formulagdo magistral, os geles acrilicos de Carbopol
costumam ser os de primeira escolha dado que, salvo as suas
incompatibilidades, sdo os que melhores caracteristicas
reoldgicas tém.

O gel de Carbopol é uma base extensivel ndo gordurosa, que
aumenta a absorgao dos principios activos incorporados. Pode
ser incorporado na maioria das emulsées, permitindo o
espessamento da fase aquosa (cremigeles). A maxima
viscosidade é obtida com pH 6-11. Os geles de Carbopol
admitem no maximo até 30-40% de alcool nas suas
formulagdes.

E uma base utilizada em agentes anti-seborreicos, hidratantes
e revitalizantes. E protector cutaneo contra gorduras e
solventes organicos e é um emulsionante secunddrio para
aumentar a viscosidade de suspensdes e champ0s.

z

E um gel termoestavel, pelo que pode
ser esterilizado em autoclave.
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Dosagem:

Uma das aplica¢des é a formulagdo de geles fluidos para
[agrimas artificiais, no tratamento dos olhos secos.

As reacc¢Oes dos carbémeros com farmacos bdsicos como a
efedrina formam derivados que podem ser incorporados em
geles, o que é util na formulagdo de medicamentos de ac¢do
prolongada. O denominado "gel condutor de ultra-sons" ou
"gel de contacto para ecografias" é um gel aquoso ou hidro-
alcodlico de Carbopol 940 ao qual se adiciona mais ou menos
alcool conforme se queira que seja mais ou menos refrescante.
Também se pode adicionar um corante.

Além disso, o Carbopol é usado na industria cosmética.

O Carbopol é doseado desta forma:

-Como agente gelificante: 0,5-2 %

-Como agente emulsionante: 0,1 -0,5 %

-Como agente suspensor: 0,1-1%

-Como aglutinante em comprimidos: 0,75 -3 %
-Como agente de libertacdo controlada: 5 - 30 %

-Em unguentos aquosos ou geles de base 0,5-5%

-Em lagrimas artificiais: 0,2 — 0,3%

Pode-se aumentar a consisténcia do gel aumentando a
proporg¢do de Carbopol (até 5%).

Incompatibilidades: Substancias catidnicas (por exemplo: sulfato de neomicina, cloridrato de

Conservagao:

procaina, cloridrato de difenidramina, polimeros catidnicos,
etc.), electrdlitos e iGes metalicos (sobretudo sddio, célcio,
aluminio, zinco, magnésio e ferro), acidos ou bases fortes (pH
inferior a 6 ou superior a 9-11), fenol, resorcina e radiacGes UV.

Em embalagens bem fechadas. PROTEGER DA
LUz E DA HUMIDADE.
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Exemplos de formulagao:

Bibliografia:

Gel neutro de Carbopol

Carbopol Q40P......c.uvvieieiiiiiee e 1%
Agua purificada §.5.p. woveeveeeeeeee e 100 ml
Trietanolamina ou NaOH 10% qg.s. pH=7 Conservante qg.s.

Gel hidro-alcoédlico de Carbopol

Carbopol Q40P ......cocceeererierrreeee e 1-2%
=] Lo | PR ,15%
Agua purificada §.5.p. woveeveeeeeeee e 100 ml

Trietanolamina ou NaOH 10% q.s. pH=7
Modus operandi:

1.- Polvilhar o mais uniformemente possivel o Carbopol sobre a
agua ou a mistura de agua e dlcool e deixar repousar durante 1224
horas para que o gel seja desenvolvido. Se a férmula tiver glicerina,
humedecer previamente o carbopol em almofariz. 2.- Neutralizar
até pH 7 com trietanolamina (sdo necessarios aprox. 0,8 - 1 g de
trietanolamina para gelificar 1 g de Carbopol) ou com uma solugao
de hidréxido de sédio a 10%.

3.- Homogeneizar, evitando na medida do possivel a incorporacao
de ar.

4.- E necessaria a adicdo de um conservante caso n3o tenha &lcool
(por exemplo: Nipagin de sédio 0,1 %, Dowicil 200 a 0,2 %, ou
Phenonip 0,4 %, mas outros como o benzalcénio cloreto ou o sédio
benzoato poderdo desestabiliza-lo).

Podem-se adicionar 3-5% de glicerina para se evitar que o gel
seque.

No caso do gel hidro-alcoélico, ndo se deve adicionar o dlcool no
fim, dado que pode fazer com que assuma a cor branca.

Se se trabalhar com o gel neutro ja preparado, pode-se adicionar o
alcool, homogeneizando mediante agitacao suave.

- Martindale, Guia completa de consulta farmacoterapéutica, 12
ed. (2003).

- Formulacion magistral de medicamentos, COF da Biscaia, 52 ed.

(2004).

- Monografias Farmacéuticas, C.O.F. de Alicante (1998). - La
Formulacién Magistral en la Oficina de Farmacia, M2. José Llopis
Clavijo e Vicent Baixauli Comes (2007).

- Formulario Magistral del C.O.F. de Murcia (1997).
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O artigo de revisdo que seguidamente se
apresenta, ndo é parte integrante da Dissertacéo.
Foi, no entanto, desenvolvido durante 0 mesmo
periodo e com o objetivo de, num curto espaco
de tempo, ser enviado para publicacdo.
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Humulus lupulus: Compostos fitoquimicos, aspetos botanicos, usos tradicionais
e atividade biologica e farmacologica para aplicacfes cosméticas futuras.

Resumo

O Lapulo (Humulus lupulus L.) é mundialmente conhecido como matéria-prima e
aromatizante essencial na producdo da cerveja. As inflorescéncias femininas de lapulo
(Humulus lupulus L.) hd muito sdo utilizadas na medicina tradicional. O uso da planta na
cosmética também foi relatado. Compostos fitoquimicos da planta como o 8-
prenilnaringenina, humulona e lupulona foram utilizados em ensaios para aplicagdo
cosmeética. Os compostos flavonoides, potencias bioativos, também tem sido utilizado em
cosméticos. Esta revisao apresenta os aspetos botanicos da planta bem como, compostos

fitoquimicos, usos tradicionais, atividades biologicas para aplicacdes cosméticas futuras.

1. Introducdo

O conceito de beleza e cosmética é tdo antigo quanto o homem e a civilizacdo, desde
h& muito tempo as pessoas cuidavam da sua aparéncia e limpeza. O produto cosmético
tem uma historia que cobre milhares de anos com uso de muitos ingredientes de origem
vegetal, animal e mineral (Okereke et al., 2015). Os povos e as civilizagdes foram
armazenando um amplo conhecimento de como manipular muitas das variedades de
plantas, muitas delas com propriedade medicinais, aprendendo a manipula-las tendo
muitas delas desempenhado um papel importante no desenvolvimento da medicina ao

longo de varios séculos (Rodrigues, 2007).

A procura por produtos cosméticos de origem organica e natural nos paises da
Unido Europeia e no mundo, tem aumentado em consequéncia da crescente consciéncia
dos consumidores em preservar o meio ambiente e 0s recursos naturais, e também por
acreditarem que esses sdo mais fiaveis e saudaveis. A possibilidade de produtos
cosmeticos sem efeitos colaterais e livres de compostos sintéticos nocivos, que podem
causar danos a saude, também tem aumentado a demanda por produtos naturais uma vez
que estes oferecem seguranga aos consumidores (Joshi LS & HA, 2015; Kumar et al.,
2016).
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Em comparacdo com os produtos sintéticos, os produtos de origem natural, ndo
causam graves problemas a pele de acordo com (Kumar et al., 2016) s&o designados
hipoalergénicos. Compostos quimicos amplamente utilizados na cosmeética, agentes
espessantes, como polietileno glicéis, 6leos minerais, metais pesados (chumbo, arsénio,
niquel) foram considerados toxicos, causando diversos efeitos colaterais como alergias e

irritaces que podem levar a inimeras doencas, entre elas cancro (Okereke et al., 2015).

O Humulus lupulus L, tradicionalmente conhecida por lupulo, é uma planta
perene dioica pertencente a familia das Cannabaceae da ordem Urticales (Almaguer,
Schonberger, Gastl, Arendt, & Becker, 2014; J. A. N. F. Stevens, Ivancic, Hsu, &
Deinzer, 1997). Embora as inflorescéncias femininas (cones) do lUpulo sdo conhecidas
como matéria-prima que fornece o sabor amargo e o aroma caracteristicos a cerveja
(Arsene et al., 2015; European Medicines Agency, 2014; Karabin et al., 2016; Segawa et
al., 2006), os cones do lupulo tém vindo a ser utilizados had muito tempo para fins
medicinais, por revelarem beneficios para a satde (Karabin et al., 2016; Zanoli & Zavatti,
2008). A planta do ldpulo, tem vindo a desempenhar um vasto leque de papéis
fisioldgicos, como o efeito inibitorio na reabsorcdo 6ssea (SEGAWA et al., 2006),
atividade quimiopreventiva (European Medicines Agency, 2014; Onder et al., 2013;
SEGAWA et al., 2006; Zanoli & Zavatti, 2008) propriedades estrogénicas do fito
estrdgeno,8-prenilnaringenina (European Medicines Agency, 2014; Karabin et al., 2016;
SEGAWA et al., 2006; Zanoli & Zavatti, 2008), propiedades antialérgicas (SEGAWA et
al., 2006, 2007). Os Polifenois, Oleos essenciais e as Resinas, tém exibido uma vasta
gama de propriedades farmacoldgicas de elevada importancia. Além das propriedades
antioxidantes, anti-inflamatérias e anticancerigenas, o0s prenilflavondides sdo
considerados alguns dos fito-estrogenos mais ativos conhecidos (Karabin et al., 2014;
Karabin et al., 2016; J. F. Stevens & Page, 2004; Zanoli & Zavatti, 2008). As atividades
bioldgicas dos prenilflavonoides sugerem que estes tenham potencial para aplicagdo em
programas de prevencédo do cancro e na prevencgdo ou tratamento das ondas de calor (pos-
menopausa) e osteoporose (J. F. Stevens & Page, 2004). Das chalconas preniladas
presentes no lupulo, o xanthohumol demonstrou atividade quimiopreventiva do

cancro em ensaios in vitro (J. F. Stevens & Page, 2004; Zanoli & Zavatti, 2008).
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Um estudo realizado por (Weber et al., 2019) avaliou o potencial antioxidante,
anti-inflamatorio e antibacteriano de um extrato de lipulo-CO2 com 50% de humulona e
lupulona, onde mostrou ser uma opc¢ao de tratamento para peles com tendéncia acneica.
A 8-prenilnaringenina (8-PN), considerado um potente fito-estrogénio localizada nos
cones do lupulo, e derivados do Iupulo contendo 8-PN, tem sido recomendado para

aumento do busto (Zierau et al., 2004).

Yang et al., realizaram um estudo para triagem de produtos naturais para uso como
ingredientes cosmeéticos, uma fracdo solivel de Humulus japonicus exibiu atividade
inibitoria da tirosinase, sugerindo o Humulus japonicuse como um ingrediente clareador

em produtos cosmeéticos (Yang et al., 2018).

As bactérias como Staphylococcus aureus, resistentes a meticilina,
Staphylococcus epidermidis, resistente a mdltiplas drogas, juntamente com
Cutibacterium acnes, constituem as principais estirpes de bactérias envolvidas nas
doencas de pele. Um estudo realizado por Di Lodovico et al., para a avaliacao da atividade
antibacteriana e a capacidade de inibir a formacéo de biofilme, de um extrato de IUpulo
utilizado contra estirpes multirresistentes de S. aureus, S. epidermidis e C. acnes, 0 extrato
exibiu uma boa acdo antimicrobiana, com MICs variando de 1 a 16ug /mL e foi capaz de
inibir a formacdo de biofilme de todas as estirpes testadas, exceto para dois S. aureus (Di
Lodovico et al., 2020).

2. Metodologia

Para a realizagdo desta revisdo recorreu-se a motores de busca como: PubMed,
Wiley Online Library e ScienceDirect. As palavras chaves utilizadas foram “Humulus

lupulus, cosméticos, aplicagdo cosmética, bioatividade.

3. Resultados e Discussao

3.1. Usos tradicionais
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A utilizacdo do lapulo na medicina tradicional remota a mais de 2000 anos, onde
era utilizado no combate contra a lepra, 0 mau odor dos pés, constipacédo e a purificacao
do sangue, pelos antigos curandeiros (Karabin et al., 2014; Karabin et al., 2016). Em
particular, as preparacdes de lupulo eram recomendadas para o tratamento de distarbios
do sono, como um sedativo leve, e para a ativacdo da fungéo gastrica (Kowalczyk et al.,
2013; Onder et al., 2013; Zanoli & Zavatti, 2008). Os chineses, utilizavam o IGpulo no
tratamento da ansiedade e da insonia, estimulacdo do apetite e no combate a dispepsia.
Karabin et al., 2014, relataram que o0 uso de extratos alcoolicos do lupulo, para o
tratamento de doencas como a tuberculose pulmonar, a silicose, asbestose ou lepra

revelaram resultados positivos.

Tradicionalmente, o lUpulo era usado para tratar a excitabilidade e a inquietacédo
associadas a cefaleia tensional, para melhorar o apetite e a digestdo, aliviar dor de dentes,
dor de ouvidos e neuralgia. Além disso, acredita-se que o lupulo exerca efeitos diuréticos,
antiespasmadicos e anafrodisiacos Tribos indigenas americanas usavam IUpulo como
sedativo, antirreumatico, analgésico e como auxiliar urinario para pedras nos rins e
inflamacdo (Zanoli & Zavatti, 2008). Ha registo do uso dos cones do lUpulo secos e
verdes, do Parque Natural de Montesinho, para a preparacdo de infusdes para fins
diuréticos e para transtornos do aparelho digestivo, e licores para auxiliar na digestao
(Carvalho, 2005).

Um manuscrito cientifico valioso do Seculo 15, o Jardim da Salde, descreveu o
efeito do lGpulo no combate as infecdes de ouvido. Um boténico alemao Hieronymus
Bock, documentou, no seculo 16, a primeira aplicacdo do lapulo na ginecologia.
Antigamente as mulheres que faziam a colheita de lapulo reclamavam de disturbios
menstruais, que apareciam na época de colheita. Tempo depois, demostraram forte
propriedade estrogénica por parte dos compostos de lupulo. Nos dias de hoje, o lapulo ou
materiais ricos em fito estrogénios sdo componentes comuns de suplementos dietéticos
comercializados para mulheres com sintomas da menopausa ou com distarbios hormonais
(Karabin et al., 2016).

Segundo Duke, o lupulo é utilizado na industria cosmética em perfumes, champés,
locOes e cremes, e também na aromatizagdo de tabacos e 4guas minerais, com o seu 6leo
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essencial. O o6leo essencial do IGpulo também é frequentemente utilizado na producéo de
sobremesas congeladas, gelatinas e pudins, e também em algumas bebidas sem &lcool
(Duke, 1983).

Os cones do lupulo sdo considerados uma fonte natural de aromatizante alimentar
para cereais, especiarias, molho, tabaco e também para outras bebidas alcodlicas além da
cerveja. Os seus caules eram utilizados na fabricagdo do tecido grosso e na producéo de
papel. Também, o ldpulo era utilizado em perfumes, particularmente em perfumes

picantes e orientais, em cremes e lo¢des para a pele. (Zanoli & Zavatti, 2008).

Considerando as propriedades exibidas pelos extratos de lGpulo, nos Gltimos anos,
esses tém sido utilizados como agentes conservantes em diferentes produtos alimentares,
como por exemplo em carnes fresca e produtos carneos, onde os extratos vegetais
previnem a sua deterioracdo oxidativa e microbiana, aumentando a vida Util e seguranca

destes e conferindo propriedades funcionais (Astray et al., 2020).

O ldpulo também é utilizado na cosmética, por exemplo em logdes de banho.
Astray et al. (2020), relata um estudo onde utilizaram extratos supercriticos de CO2 de
cones de lupulo a fim de formular géis de banho, e 0s resultados demostraram que a adi¢ao
destes, melhorou varias propriedades da pele dado ao seu contelido em ingredientes
bioativos. Também, formulacbes contendo extratos de cones de lapulo, exibiram
compostos para tratamentos da oleosidade nos cabelos e a presenca de caspa. Segundo
Astray et al., 0 uso de extratos de lUpulo na cosmética capilar é caracterizada pelas suas
propriedades antifingicas e anti seborreica, que reduzem a sua fragilidade, nutrem,

oferecem brilho, aumentam a sua resisténcia e previnem a sua perda (Astray et al., 2020).

3.2. Classificacdo botéanica e aspetos morfoldgicos da planta

O Humulus lupulus L. vulgarmente conhecido por Lapulo, é uma planta perene,
didica e normalmente dipléide (2n=20) (Heale et al., 1989), com Gvulos anatropos
pertencente a familia das Cannabaceae. O lGpulo (Humulus lupulus L.) cresce em solos
ricos em matéria organica, utilizando como suporte de crescimento, arvores, muros ou
paredes altas, tendo como uma das suas caracteristicas particulares o seu crescimento

rapido. Chegam a atingir 7 a 9 metros de altura, em menos de 5 meses (Sousa, 2005). O
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caule é peludo, oco, de cor verde ou violeta e de se¢cdo geralmente hexagonal que cresce
em sentido destrégiro (Marcos et al., 2011). Na Primavera e inicio do Verdo, as plantas
crescem enrolando-se aos suportes, segurando-se a estes gragas aos tricomas em forma
de bigorna ou ganchos que revestem os caules (Sousa, 2005). As folhas séo de cor verde-
escuras, em forma de coracdo com 3 a 5 I6bulos, dentadas e com uma superficie muito
rugosa (Zanoli& Zavatti, 2008).

Os cones do lupulo sdo estruturas semelhantes a pétalas, chamadas bracteas e
bractéolas em torno de um eixo central. Na base das bractéolas, as glandulas de lupulina
sdo formadas & medida que o ldpulo amadurece (Almaguer et al., 2014). As
inflorescéncias femininas sdo as Unicas capazes de segregar glandulas de lupulina, onde
sdo sintetizados e acumulados os principais principios de fermentacdo do IUpulo, resinas

e os Oleos essenciais (Almaguer et al., 2014; Zanoli & Zavatti, 2008).

Por se tratar de uma planta dioica, a morfologia das suas flores é facilmente
distinta em cada um dos sexos. Nenhuma outra diferenca morfologica identifica o sexo
da planta. As inflorescéncias masculinas apresenta paniculas multiflorais com cerca de
10 cm de comprimento, enquanto que as inflorescéncias femininas sdo amentilhos
semelhantes a cones (chamados de estrobilos) se encontram em estrobilos com forma
arredondada que, dependendo da variedade, quando completamente desenvolvidos,
atingem cerca de 5 a 6 cm (Sousa, 2005; Zanoli & Zavatti, 2008).
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O

Figura 21- A) Campos de lupulo; B) Inflorescéncias femininas; C) Glandulas de
Lupulina; D) Lupulina; E) Corte longitudinal de um estrébilo; F) Flores e bracteas
maduras e secas; Adaptado: (Sousa, 2005)

3.3. Distribuicédo Geografica

O Lupulo é provavelmente originario da China, uma vez que todas as espécies de
Humulus foram encontradas nas regides do pais, sendo este o responsavel pelas primeiras
distribuic6es do lupulo pelo mundo, nomeadamente para o Japdo, a América e Europa
(Karabin et al., 2016; Zanoli & Zavatti, 2008). Sugere-se que 0 nome Humulus tenha

vindo do Humus, o solo himido em que a planta cresce (Zanoli & Zavatti, 2008).

Na atualidade, esta espécie é cultivada na Europa central e em todas as regides
temperadas do mundo (Almaguer et al., 2014; Sousa, 2005; J. A. N. F. Stevens et al.,
1997; Zanoli & Zavatti, 2008). Embora a origem da sua comercializacdo seja europeia, a
sua distribuicio e exploragdo atual expande-se pela América do Sul, Africa do Sul, Nova
Zeléndia e Australia, onde as regides de maior producdo situam-se na Europa, Regido
Nordeste dos E.U.A., Austrdlia, Nova Zelandia e Africa do Sul (Sousa, 2005).
Atualmente, os maiores produtores de lupulo do mundo sdo a Alemanha, a EUA, China
e Republica Checa (Karabin et al., 2016). Na flora espontanea da Roménia, o lupulo
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cresce em areas sombreadas perto dos rios a beira das florestas, através de bosques,
cultivadas como culturas ou plantas decorativas. Os maiores campos de IUpulo podem ser
encontrado na Transilvania, onde os cones sdo valorizados pela industria cervejeira
(Arsene et al., 2015).

3.4. Fitoquimico

O Lupulo tem na sua composicio compostos amargos conhecidos como Acidos Alfa
e Acidos Beta, Oleos Essenciais, Polifendis e Resinas Totais, sendo 0s compostos
amargos, 0s compostos de presenca universal (European Medicines Agency, 2014;
Miranda, 2015; Sousa, 2005). Além desses compostos acima referido, dentro da
composicdo nutricional da planta, ainda podemos encontrar Proteinas, Acidos Fendlicos,

Polissacarideos e Minerais (European Medicines Agency, 2014).

As inflorescéncias femininas, produzem um pd amarelo a que podemos chamar
lupulina. Dentro das glandulas de lupulina, encontram-se todos 0os compostos que fazem
parte da composicdo quimica do Lupulo (resinas totais, acidos amargos, 6leos essenciais
e os prenilflavonoides (Karabin et al., 2014; Miranda, 2015). Os &cidos alfa e acidos beta

sd0 0s compostos maioritarios do pé (Sousa, 2005).

As resinas totais dividem-se em resinas moles e resinas duras. As resinas moles
sdo conhecidas como sollveis em hexano e as resinas duras solUveis em metanol
(Miranda, 2015). Das resinas moles fazem parte os acidos alfa e os &cidos beta, que
constituem a fragdo mais importante do lpulo, considerando a sua utilizagdo na inddstria
cervejeira. Sdo segregados pelas glandulas de lupulina dos cones de lupulo na forma de
um pé amarelo, a lupulina (Almaguer et al., 2014; Karabin et al., 2016; Sousa, 2005). Os
acidos alfa também conhecidos como humulonas (Zanoli & Zavatti, 2008), conferem a
cerveja 0 gosto amargo e sdo responsaveis pela estabilidade da espuma da cerveja
(Almaguer et al., 2014; Miranda, 2015). As suas formas isomerizadas sdo 0s responsaveis
por transmitir essas caracteristicas a cerveja (Miranda, 2015). Os é&cidos alfa sdo
constituidos por humulonas com trés formas, que diferem num radical, podendo assim

ser n-humulonas, co-humulonas e ad-humulonas, sendo estes os radicais de maior
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importancia (Karabin et al., 2016; Miranda, 2015). Os acidos beta, também conhecidos
como lupulonas (Zanoli & Zavatti, 2008), sdo também precursores do gosto amargo da
cerveja, mas de uma forma mais grosseira. S&o constituidos por lupulonas, aparecendo
também as trés formas n, co e ad por substitui¢do do radical (R) na sua estrutura quimica
(Miranda, 2015).

CH,CH(CH,), CH,CH(CH,),

Lupulone (L)

OH O

|
/\/\/‘\)\ (.”((.“;):

CH(CH,), |
Ho/§<§ =
\‘/ S
l
Cohumulone Col 1
Oolupulonc
PH o OH
CH(CH,)CH,CH,

CH(CH;)CH,CH &

Adhumulone Adlupulone

Figura 2 - Estruturas quimicas dos acidos amargos do Lupulo (Zanoli & Zavatti,
2008).

Os 0leos essenciais do Humulus lupulus, sdo os responsaveis por conferir a cerveja
o seu perfil aromatico (Almaguer et al., 2014; Karabin et al., 2014; Karabin et al., 2016;
Miranda, 2015). Constituem um grupo diversificado de compostos com diferentes
propriedades fisico-quimicas, bioldgicas e organoléticas, segregados pelas glandulas de
lupulina (Karabin et al., 2016). Os grupos dos 6leos essenciais encontram-se divididos

em hidrocarbonetos (monoterpenos, sesquiterpenos e hidrocarbonetos alifaticos),
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compostos oxigenados (alcoois terpenos, alcoois sesquiterpénicose outros compostos
oxigenados), compostos que contem enxofre, sulfuretos e outros compostos de enxofre
(Karabin et al., 2016; Miranda, 2015). Durante 0 amadurecimento, processamento e
armazenamento do Iupulo da-se a fracdo oxigenada. A fracao de enxofre representa uma
pequena parte do total dos 6leos essenciais, tendo um limiar de sabor muito baixo. E a

fracdo com menor atividade bioldgica (Karabin et al., 2016).

Os Polifenois compreendem de 3% a 6% do peso seco dos cones do lupulo,
localizados portanto nos cones da planta com excecao dos prenilflavonoides, segregados
pelas glandulas de lupulina (Karabin et al., 2016; Zanoli & Zavatti, 2008). Estdo divididos
em 4 grupos, flavonoides, flavan-3-ols, &cidos carboxilicos fenolicos e outros compostos
fenolicos (prenilflavondides, estilbenoides) (Karabin et al., 2016). A quercetina,
kaempferol e miricetina, sdo os flavonoides dominantes estando a maioria presentes na
forma de glicosideos, onde o D-glicose e L-ramnose sdo 0s grupos de aglcar mais
frequentes. Os prenilflavonoides tém sido a classe dos polifendis mais discutida, exibindo
fortes atividades bioldgicas e beneficios para a saide humana. O humol, iso-xantohumol,
desmethyl xantohumol, e 6- e 8-prenil-aringenina, constituem 0s principais

prenilflavonodides do lupulo (Karabin et al., 2016).

Os extratos do Lupulo, o material vegetal descartado ap6s a fabricacdo da cerveja,
sdo enriquecidos com flavondides prenilados bioativos que se correlacionam com 0s
beneficios de saude da planta. O chalcon xanthohumol (XH) € o principal flavonoide pré-
alquilado no material do lapulo processado. O isoxanthohumol (1X), 8-prenilnaringenina
(8-PN) e 6-prenilnaringenina (6-PN) fazem parte de flavondides prenilados bioativos
menos abundantes, mas importantes. Estudos farmacocinéticos revelaram que esses

flavondides sdo conjugados rapidamente com &cido glucurénico (Bolton et al., 2019).
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Tabela XIV -. Composicdo geral do Lupulo seco em percentagem. Adaptado de: Zanoli
& Zavatti, 2008.

Composicao Peso %

Acidos Alfa 2-12%

Acidos Beta 1-10%
Oleos Essenciais 0.5-1.5%
Flavonoides 0.5-1.5%

Acidos Fendlicos, Proteinas 15%
Polissacarideos 40-50%

Polifendis 3-6%

3.5. Propriedades Farmacoldgicas e Bioldgicas do Humulus lupulus

Embora as inflorescéncias femininas (cones) do LUpulos sejam conhecidas como
matéria-prima que fornece o sabor amargo e 0 aroma caracteristicos a cerveja (Arsene et
al., 2015; European Medicines Agency, 2014; Karabin et al., 2016; SEGAWA et al.,
2006), os cones do lupulo tém vindo a ser utilizados ha muito tempo para fins medicinais,
por se revelarem beneficios a saude (Karabin et al., 2016; Zanoli & Zavatti, 2008).

Acidos amargos e prenilflavonoides sdo os principais componentes fitoquimicos

responsaveis pelo valor medicinal das resinas de lapulo (Farag& Wessjohann, 2013).

Os Polifendis, Oleos essenciais e as Resinas, tém exibido uma vasta gama de
propriedades farmacologicas de elevada importancia. Além das propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias e anticancerigenas, os Prenilflavondides séo
considerados alguns dos fito-estrogenos mais ativos conhecidos (Karabin et al., 2014;
Karabin et al., 2016; J. F. Stevens & Page, 2004; Zanoli & Zavatti, 2008). O mirceno, na
maior parte das vezes o mais abundante no lGpulo tem um papel protetor no
fotoenvelhecimento da pele humana induzido por UVB. Assim, por ser menos toxico
poderia substituir os produtos quimicos do filtro UV usados atualmente em produtos de
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protecao solar. Além disso 0 mirceno protege o cérebro, o coracéo e os tecidos da pele de
inflamacdo e danos oxidativos (Tarmo Nuutinen, 2018) As atividades biol6gicas dos
prenilflavondides sugerem que estes tenham potencial para aplicacdo em programas de
prevencdo do cancro e na prevencgdo ou tratamento de afrontamentos (p6s-menopausa) e
osteoporose (J. F. Stevens & Page, 2004). Das chalconas preniladas presentes no Lupulo,
o Xanthohumol demonstrou atividade quimiopreventiva do cancro em experiéncias in
vitro (J. F. Stevens & Page, 2004; Zanoli & Zavatti, 2008) foi possivel também determinar
alguns passos do processo pelo gual o xanthohumol actua como anti-cancerisno e anti
inflamatdrio (zhang et al, 2015) e ja foi determinado que exerce um efeito protetor das
células do figado contra o stresse oxidativo resultante do envelhecimento (Fernandes-
Garcia et al, 2018), Assim como consegue exercer o mesmo efeito protetor no cérebro.
Portanto, o xanthohumol tem grande potencial para se desenvolver como um agente
terapéutico para melhorar doencas do sistema nervoso relacionadas ao glutamato (Wang
et al 2020).

Os flavonoides tém apresentado outros beneficios a salde, demonstrando ter
propriedades antialérgicas, anticoagulantes e assumir atividades anti-colinesterasicas

(estratégia terapéutica na doenca de Alzheimer) (Karabin et al., 2014).

Os acidos alfa, ttm vindo a demonstrar bloquear o desenvolvimento de varias

doengas complexas, referidas como sindrome metabdlica (Karabin et al., 2016).

A atividade antibacteriana do lapulo é atribuida aos Acidos Alfa e Acidos Beta,
principalmente para as bactérias Gram-positivas. O envolvimento da atividade
antibacteriana dos acidos amargos nas bactérias Gram-positivas, incluindo algumas
espécies de Micrococcus, Staphylococcus, Mycobacterium e Streptomycetes, esta
relacionado com a lise primaria da membrana, devido as interacbes das partes

hidrofobicas das moléculas com a parede celular bacteriana (Zanoli & Zavatti, 2008).

Oleos essenciais obtidos por hidrodestilagdo e cloroférmio de diferentes culturas
de lapulo, revelaram atividade antimicrobiana contra as bactérias Gram-positivas como
0, Staphylococcus aureus, mas a sua atividade antibacteriana nao influencia as bactérias
Gram-negativas como a Escherichiacoli nem tem efeito sobre a Candida albicans

(Karabin et al., 2016; Zanoli & Zavatti, 2008).
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Revisbes recentes sobre as propriedades anti-infeciosas dos constituintes do
lupulo descreveram o xanthohumol como um agente anti-infecioso de amplo espectro
contra as bactérias Gram-positivas como o staphylococcus aureus e streptococcus
mutans , contra virus como o citomegalovirus, virus do herpes simples tipo 1 e tipo 2 e
virus da imunodeficiéncia humana, contra fungos como o trichophyton spp e contra os

protozoarios da malaria, o plasmodium falciparum (Zanoli & Zavatti, 2008).

Segundo Astray et al., resultados de um estudo realizado por alguns autores,
demostraram que as bactérias Gram-positivas eram altamente inibidas por extratos de
lapulo devido ao seu contetido em B-acido, mas no caso de extratos contendo a-acido, a
inibicdo era menor. Em contrapartida, as bactérias Gram-negativas exibiram uma alta

resisténcia contra todos os extratos de lupulo avaliados (Astray et al., 2020).

A atividade antimicrobiana dos polifendis, baseia-se na inibicao da replicacdo de
microrganismos, incluindo bactérias, fungos, parasitas e protozoarios. A sua atividade
antimicrobiana envolve a capacidade de se acumular dentro das células ou penetrar nas

membranas fosfolipidicas das células e provocar inibicao.

Numerosos ensaios em animais e ensaios clinicos, levaram a concluir que a
maioria dos efeitos benéficos dos polifendis encontram-se relacionada as suas
propriedades antioxidantes, pois demonstraram ser antioxidantes eficazes em uma ampla
gama de sistemas de oxidacao quimica, pela sua capacidade de eliminar oxigénio reativo
(ROS) ou espécies de nitrogénio, como hidroxila, peroxila, superoxido, peroxido de
hidrogénio ou oxigénio singlete. Envolvidos no estresse oxidativo, esses radicais podem
desempenhar papeis importantes no desenvolvimento de tumores, aterosclerose, diabetes,
doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson ou em todos os processos de envelhecimento.
As propriedades antioxidantes dos polifendis deve-se também pela sua capacidade de
suprimir algumas enzimas especificas envolvidas na geracdo de espécies reativas de
oxigénio, como NADPH oxidase, cicloxigenases, xantina oxidase, ou lipoxigenases,

contribuindo para a reducao de estresse antioxidante (Karabin et al., 2016).

A estrutura quimica, 0 nimero e a posi¢do dos grupos OH no ndcleo aromatico
dos polifendis, caracterizam o potencial antioxidante dos polifendis, sendo os grupos OH

nas posic¢des C4 e C3, ligados no anel B e o grupo 4 — oxo no anel C, especialmente junto
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com uma ligacdo dupla entre C2 e C3, os determinantes estruturais polifenolicos
significativos da atividade antioxidante. Aparentemente, a adicdo de outros grupos OH,
no ndcleo aromatico na posi¢cdo C4, aumenta ainda mais as atividades antioxidantes
(Karabin et al., 2016).

4. Conclusao

O Humulus lupulus é mundialmente conhecido como matéria-prima e
aromatizante essencial na producdo da cerveja. Desde antiguidade o Lupulo,
especificamente os cones da planta, sdo utilizados na medicina tradicional,
principalmente no tratamento de distdrbios do sono. Vérios dos compostos da
planta como o xantohumol, 8-prenilnaringenina, os polifendis, o seu 0leo
essencial, as resinas e os acidos alfa e beta, sdo considerados compostos com
propriedades bioativas como propriedades estrogénicas, antialérgicas, anti-
inflamatoria, antibacteriana entre outras atividades. O lupulo também é utilizado
em preparacdes cosméticas como aromatizante, géis de banho, cosmética capilar
até mesmo para o aumento do busto, podendo ser utilizado para aplicacdes topicas.
Séo varios os trabalhos que relatam o IUpulo como uma planta medicinal,
enfatizando as suas propriedades bioativas. O estudo da sua aplicacdo cosmética
ainda é pouco relatado, mas com bastante potencial para estudos futuros devida a
bioatividade dos seus compostos ativos, que devem, no entanto, ser estudados
mais a fundo na vertente de aplicacdo em cosmética uma vez que a grande maioria
dos trabalhos desenvolvidos estdo associados & utiliza¢do de lupulo da producéo

de cerveja, industrial ou artesanal.
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