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Resumo

Apesar de mais envelhecida, e talvez por isso mesmo, a populacdo em geral da
bastante relevancia a sua aparéncia, recorrendo cada vez mais a utilizacdo de produtos
cosmeticos. O processo de envelhecimento da pele resulta da perda das fungdes
fisioldgicas, morfologicas e propriedades bioquimicas, determinadas por factores
extrinsecos e intrinsecos, deste modo devem ser tomadas precaucdes, no sentido de
controlar e ou retardar esse processo.

E determinante conhecer a estrutura e fisiologia da pele de modo a
compreender como atuam o0s produtos cosméticos para que, desta forma, se possa
combater o seu envelhecimento.

As formulagGes cosméticas sdao compostas por veiculo, principio activo e
excipientes, que, dependendo dos objectivos, sdo necessarios ter em conta e especial
cuidado na sua utilizacdo, nomeadamente ao tipo de pele, local de accdo e efeito
desejado. De acordo com a Farmacopeia Portuguesa, os @éis sdo preparacdes
cosmeéticas, constituidas por liquidos gelificados com auxilio de agentes gelificantes
para aplicacdo cutanea.

Assim o Lupulo (Humulus lupulus L.) é conhecido mundialmente como um
sabor essencial na industria cervejeira. Seus compostos tém demonstrado beneficios a
saude nos perfis fitoquimicos, farmacol6gico e bioldgico, devido as suas actividades
antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatéria e anticancerigeno. No entanto é
empregado em diversos fins, nomeadamente na indUstria cosmética, em perfumes,
champos, locBes e cremes. A sua utilizacdo no gel tem como func¢éo principal, aliviar os
sinais de envelhecimento da pele, tornando as rugas menos evidentes e melhoria da
estrutura e firmeza da pele, através da acgdo do xanthohumol, um prenil flavonoide
produzido exclusivamente na planta de Humulus lupulus L.

Este estudo pretende desenvolver uma formulacdo em gel incorporando
extractos hidroalcoolicos das diferentes cultivares de Lupulo Cascade, Polaris e Lupulo
espontaneo, a partir de cones e partes vegetais, em diferentes percentagens.

O oleo essencial de Thymus zygis zygis foi utilizado como conservante natural
e a andlise da sua composicdo foi feita por GC e GC-MS. Posteriormente foi feita
avaliacdo dos parametros fisico-quimicos, estabilidade e capacidade de inibir o

crescimento antimicrobiano do gel.
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Os resultados da medicdo do pH das formulacfes é que sdo muito estaveis e
levemente &cidas. A densidade relativa obteve valores de 1 e 0,857. Verificou-se que
ndo houve alteracbes na separacdo de fases nos testes de temperatura e humidade,
temperaturas, vibracdo mecanica e centrifugacdo. No entanto, foram observadas
alteracdes nos espectros de UV-Visivel, na textura, consisténcia e viscosidade, e no
teste de cor. No teste de luz houve separagéo de fases nas amostras, o que pode indicar
alguma instabilidade da formulacdo. Na identificagdo dos compostos fendlicos do
Lapulo verificamos que o xanthohumol sé se encontra nas flores. No teste
antimicrobiano confirmamos que o 6leo de tomilho tem propriedades antibacterianas e
antifungicas e o Lupulo propriedades antifangicas. Com isto, foi possivel confirmar
qual o melhor extracto para a formulacdo cosmética, no qual obtemos a variedade
Polaris com extracto hidroalcoolico de cones de Lupulo a 2,5%. Para avaliacdo do
produto cosmético foi feito um estudo em painel de voluntarios em que obtivemos uma
opinido geralmente positiva, em relagdo ao gel com extracto versus controlo.

No geral, a realizacdo deste trabalho permitiu confirmar que a incorporacdo de
extractos hidroalcodlicos de Luapulo em formulagdes de gel de metilcelulose, obteve-se
bons resultados de estabilidade fisico-quimica, as caracteristicas organolépticas
mantendo-se ao longo do tempo, a sua estabilidade microbioldgica e a presenca de
compostos bioactivos podem ser usados na formulagdo cosmética em pesquisas futuras.
Quanto a sua bioactividade, Humulus lupulus L. apresentou propriedades:
antimicrobianas, antioxidantes, anti-inflamatérias e anticancerigenas,

Por ser uma regido rica em Lupulo. O desenvolvimento de produtos cosméticos
natural com extractos de Lupulo, com base nas suas propriedades, podera ser uma mais
valia para a regido.

Palavras-chave: Humulus lupulus L., fenois, cosmética, terpenos, compostos

fendlicos
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Resumen

A pesar de ser mayor, y quizas por eso mismo, la poblacion en general le da
mucha relevancia a su apariencia, recurriendo cada vez mas al uso de productos
cosmeticos. El proceso de envejecimiento de la piel es el resultado de la pérdida de
propiedades fisioldgicas, morfolégicas y bioguimicas, determinadas por factores
extrinsecos e intrinsecos, por lo que se deben tomar precauciones para controlar y / o
retrasar este proceso.

Es fundamental conocer la estructura y fisiologia de la piel para comprender
como funcionan los productos cosméticos para que, de esta forma, pueda combatir su
envejecimiento.

Las formulaciones cosméticas estdn compuestas por vehiculo, principio activo y
excipientes, los cuales, segin los objetivos, es necesario tener en cuenta y un especial
cuidado en su uso, es decir, el tipo de piel, lugar de accion y efecto deseado. Segun la
Farmacopea Portuguesa, los geles son preparaciones cosméticas, gque consisten en
liquidos gelificados con la ayuda de agentes gelificantes para aplicacion cutanea.

Asi, el lupulo (Humulus lupulus L.) es conocido mundialmente como un sabor
esencial en la industria cervecera. Sus compuestos han demostrado beneficios para la
salud en perfiles fitoquimicos, farmacologicos y biologicos, debido a sus actividades
antimicrobianas, antioxidantes, antiinflamatorias y anticancerigenas. Sin embargo, se
utiliza para varios fines, a saber, en la industria cosmética, en perfumes, champdus,
lociones y cremas. Su uso en gel tiene la funcion principal de aliviar los signos del
envejecimiento cutaneo, hacer menos evidentes las arrugas y mejorar la estructura y
firmeza de la piel, mediante la accion del xanthohumol, un prenilo flavonoide producido
exclusivamente en la planta Humulus lupulus L.

Este estudio pretende desarrollar una formulacion en gel incorporando extractos
hidroalcoholicos de los diferentes cultivares de Hops Cascade, Polaris y lGpulos
espontaneos, a partir de conos y partes de plantas, en diferentes porcentajes.

El aceite esencial de Thymus zygis zygis se utiliz6 como conservante natural y el
analisis de su composicion se realizé mediante GC y GC-MS. Posteriormente, se realizd
una evaluacion de los parametros fisico-quimicos, estabilidad y capacidad para inhibir
el crecimiento antimicrobiano del gel.

Los resultados de medir el pH de las formulaciones son que son muy estables y
ligeramente acidas. La densidad relativa obtuvo valores de 1 y 0,857. Se encontrd que
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no hubo cambios en la separacion de fases en las pruebas de temperatura y humedad,
temperaturas, vibracion mecanica y centrifugacion. Sin embargo, se observaron cambios
en los espectros UV-Visible, en textura, consistencia y viscosidad, y en la prueba de
color. En la prueba de luz, hubo separacion de fases en las muestras, lo que puede
indicar cierta inestabilidad de la formulacion. En la identificacion de los compuestos
fendlicos del lapulo, comprobamos que el xantohumol solo se encuentra en flores. En la
prueba antimicrobiana confirmamos que el aceite de tomillo tiene propiedades
antibacterianas y antifungicas y propiedades antifungicas del lupulo. Con ello se pudo
constatar cuél es el mejor extracto para la formulacion cosmética, en la que obtenemos
la variedad Polaris con extracto hidroalcohdlico de conos de lGpulo al 2,5%. Para
evaluar el producto cosmeético se realizé un estudio en un panel de voluntarios en el que
obtuvimos una opinidn generalmente positiva, en relacion al gel con extracto versus
control.

En general, este trabajo permitié constatar que la incorporacion de extractos
hidroalcohdlicos de Lupulo en formulaciones de gel de metilcelulosa, obtuvo buenos
resultados de estabilidad fisico-quimica, manteniéndose las caracteristicas
organolépticas en el tiempo, su estabilidad microbioldgica. y la presencia de
compuestos bioactivos puede usarse en formulaciones cosméticas en investigaciones
futuras. En cuanto a su bioactividad, Humulus lupulus L. mostr6 propiedades:
antimicrobianas, antioxidantes, antiinflamatorias y anticancerigenas,

Porque es una region rica en ldpulo. El desarrollo de productos cosméticos
naturales con extractos de IUpulo, basados en sus propiedades, podria ser un activo para
la region.

Palabras clave: Humulus lupulus L., fenoles, cosméticos, terpenos, compuestos

fendlicos
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Abstract

Despite being older, and perhaps for this very reason, the general population
gives a lot of relevance to their appearance, resorting more and more to the use of
cosmetic products. The aging process of the skin results from the loss of physiological,
morphological functions and biochemical properties, determined by extrinsic and
intrinsic factors, so precautions must be taken in order to control and or delay this
process.

It is crucial to know the structure and physiology of the skin in order to
understand how cosmetic products work so that, in this way, it can fight its aging.

Cosmetic formulations are composed of vehicle, active ingredient and
excipients, which, depending on the objectives, are necessary to take into account and
special care in their use, namely the type of skin, place of action and desired effect.
According to the Portuguese Pharmacopoeia, gels are cosmetic preparations, consisting
of gelled liquids with the aid of gelling agents for cutaneous application.

Thus, Hops (Humulus lupulus L.) is known worldwide as an essential flavor in
the beer industry. Its compounds have demonstrated health benefits in phytochemical,
pharmacological and biological profiles, due to its antimicrobial, antioxidant, anti-
inflammatory and anticancer activities. However, it is used for several purposes, namely
in the cosmetic industry, in perfumes, shampoos, lotions and creams. Its use in the gel
has the main function of relieving the signs of skin aging, making wrinkles less evident
and improving the structure and firmness of the skin, through the action of
xanthohumol, a flavonoid prenyl produced exclusively in the Humulus lupulus L. plant.

This study aims to develop a gel formulation incorporating hydroalcoholic
extracts from the different cultivars of Hops Cascade, Polaris and spontaneous hops,
from cones and plant parts, in different percentages.

The essential oil of Thymus zygis zygis was used as a natural preservative and
the analysis of its composition was done by GC and GC-MS. Subsequently, an
assessment was made of the physical-chemical parameters, stability and the ability to
inhibit the antimicrobial growth of the gel.

The results of measuring the pH of the formulations are that they are very stable
and slightly acidic. The relative density obtained values of 1 and 0.857. It was found
that there were no changes in phase separation in the tests of temperature and humidity,

temperatures, mechanical vibration and centrifugation. However, changes were
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observed in the UV-Visible spectra, in texture, consistency and viscosity, and in the
color test. In the light test, there was phase separation in the samples, which may
indicate some formulation instability. In the identification of the phenolic compounds of
Hops, we verified that xanthohumol is only found in flowers. In the antimicrobial test
we confirmed that thyme oil has antibacterial and antifungal properties and Hops
antifungal properties. With this, it was possible to confirm which is the best extract for
the cosmetic formulation, in which we obtain the Polaris variety with 2.5%
hydroalcoholic extract of Hop cones. To evaluate the cosmetic product, a study was
carried out in a panel of volunteers in which we obtained a generally positive opinion,
in relation to the gel with extract versus control.

In general, this work allowed us to confirm that the incorporation of
hydroalcoholic extracts of Hops in methyl cellulose gel formulations, obtained good
results of physical-chemical stability, the organoleptic characteristics being maintained
over time, its microbiological stability and the presence of bioactive compounds can be
used in cosmetic formulation in future research. As for its bioactivity, Humulus lupulus
L. showed properties: antimicrobial, antioxidants, anti-inflammatory and anticancer,

Because it is a region rich in hops. The development of natural cosmetic

products with hops extracts, based on their properties, could be an asset for the region.

Keywords: Humulus lupulus L., phenols, cosmetics, terpenes, phenolic

compounds
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Capitulo 1: Estado da arte
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1. ESTADO DA ARTE
1.1. Cosmeéticos

O cosmético (do grego kosmetikds = habil em adornar) segundo a defini¢do
legal, “¢ qualquer substancia ou mistura destinada a ser posta em contacto com as partes
externas do corpo humano (epiderme, sistemas piloso e capilar, unhas, labios e 6rgaos
genitais externos) ou com os dentes e as mucosas bucais, tendo em vista, exclusiva ou
principalmente, limpéa-los, perfuméa-los, modificar-lhes o aspecto, protegé-los, manté-los
em bom estado ou corrigir os odores corporais” (Infarmed, 2019).

As formulacdes cosméticas sdo compostas por veiculos, principio activo e
excipientes, dando origem a varios tipos de cosméticos que sdo utilizados de acordo
com os objectivos (Leonardi, et al., 2001).

Os tipos de formulacdes como emulsdes, locBes, leites, geis, Oleos e misturas
para banho e duche, produtos de uso externo para cuidados intimos, para proteccdo solar
e pos-solar e produtos anti-idade, entre outros, sdo alguns dos produtos cosméticos mais
comuns usados pela maioria da populagdo mundial. E pois importante, atendendo a
diversidade de produtos que, cada individuo antes de usar uma formulacdo cosmética,
deva ter em atencdo o tipo de pele, local de accéo e efeito desejado que pretende.

A aplicagéo directa de uma planta representava, uma das formas farmacéuticas
mais antigas usadas em cosmeética, contudo, tinha as suas desvantagens de utilizacéo,
como a sua dificil aplicacdo, (atribuidas as particulas sélidas na formulagédo), potenciais
problemas microbioldgicos, e/ou a exigéncia de uma quantidade significativamente
elevada de material vegetal que, liberte a concentracdo correcta de substancia activa.
(Ruivo, 2012)

Hoje em dia, em oposi¢cdo & utilizacdo directa das plantas, utiliza-se o0s
extractos vegetais na industria cosmética. E assim, necesséario fazer referéncia, nas
formulagBes cosméticas, sobre os tipos e modo de obtencdo dos respectivos extractos,
assim como 0s aspectos gerais de formulas galénicas, e as principais preparacdes
cosmeéticas (Jesus, et al., 2020).

Os cosméticos quando sdo disponibilizados no mercado, devem ser seguros
para a satde humana, quando utilizados em condi¢6es normais (Araldi, 2013).

Deste modo é importante avaliar a possivel resisténcia a contaminagéo
antimicrobiana das diversas formulagGes cosméticas. A presenca de microrganismos no

produto cosmético identificados como espécies patogénicas para a pele, como leveduras
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indesejaveis, ou bactérias aerébias mesdfilas, pode indicar uma falha no processo de
fabrico do mesmo.

Pode ocorrer em grupos de risco, como criangas, gravidas, idosos, entre outros,
assim como a sua utilizacao frequente e a longo prazo, tendo em conta a toxicidade que
pode provocar irritagdes/alergias.

Em laboratério, sdo elaborados testes de toxicidade, como por exemplo
absorcéo percutanea, ou por ingestéo oral, como em produtos de higiene oral ou batons,
a sua avaliacdo é feita em cultura de células, de tecidos e de oOrgaos, modelos
matematicos, utilizacdo de bactérias e organismos unicelulares, entre outros. Os seus
resultados, ndo sdo possiveis de determinar absolutamente o efeito/risco que pode
causar ao ser humano, devido as caracteristicas diferentes que temos (Frazdo, 2017).

A toxicidade de uma planta e dos seus extractos, esta relacionada com a
composicdo quimica da mesma, e consequentemente com o efeito bioldgico dos
compostos (Frazéo, 2017).

A formulacdo em gel é uma preparacdo cosmeética utilizada, frequentemente,
sobre a pele e mucosas, com finalidade terapéutica. A caracteristica comum, é a
capacidade de adesdo a superficie, por possuir propriedades plasticas, permitindo a
alteracdo da sua forma quando é aplicada uma forca externa por um periodo de tempo
razoavel, que produz uma sensacao de frescura sobre a pele. Os géis tém a vantagem de
serem facilmente eliminados na lavagem, no entanto apresentam tendéncia para
perderem agua, perdendo a sua textura original. Para evitar esta situacdo, é adicionada a
formulacdo uma substancia higroscopica como a glicerina ou o propilenoglicol. Como o
meio é propicio a proliferacdo de microrganismos, é frequente incorporar-se um agente
conservante que apresente actividade contra fungos e bactérias, num largo intervalo de
pH (Ramalho, 2007).

Conforme a Farmacopeia Portuguesa, os géis sdao formulacBes cosmeéticas
constituidas por liquidos gelificados com o auxilio de agentes gelificantes (rede
tridimensional constituida por macromoléculas) apropriados, de consisténcia semi-
solidas correspondente a um estado particular de solucdo coloidal para aplicacdo
cutanea (Ramalho, 2007).

Os géis fazem parte de numerosas prepara¢des cosméticas, tais como géis anti
celuliticos, mascaras faciais e produtos antienvelhecimento (Oliveira, 2009).

Os géis sdo produtos cosméticos bem aceites pelo consumidor por serem de facil

aplicacdo devido ao seu aspecto opaco e transparente. Os géis mais simples, sdo
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compostos por agua a qual sdo adicionadas gomas naturais, materiais semi-sintéeticos,
materiais sintéticos ou argilas. Quanto a viscosidade de um gel, geralmente é
dependente da massa molecular e da quantidade do agente espessante (Frazéo, 2017).

Os géis formam uma rede de polimeros hidrofilicos que podem reter 10- 20% de
agua até mil vezes o seu peso seco. Assim, a grande quantidade de agua presente nos
géis contribui para a hidratacdo e elasticidade cutanea.

Os polimeros naturais de acordo com a origem vegetal, como a goma Guar, sdo
usados numa multiplicidade de fungdes cosméticas, nomeadamente como agentes
modificadores da reologia (espessantes, podem prevenir a sedimentacdo durante o
transporte e armazenamento, mas permitem que o produto flua quando for vertido ou
bombeado durante a aplicacdo), condicionadores, apresentam propriedades hidratantes,
emolientes conferem maciez e suavidade a pele resultando numa superficie lisa.
Actualmente, os polimeros naturais tém sido mais usados pelo consumidor que, procura

cada vez mais produtos naturais (Ramalho, 2007).

Os géis sdo formados por:
— Agente gelificante;
— Agua ou solvente organico;
— Humectante: glicerina, propilenoglicol, ou sorbitol, que impede a evaporacao
rapida;
— Substancias activas.
Os agentes gelificantes séo classificados em funcdo da sua origem e da natureza dos
polimeros:
% Polimeros naturais
+ Origem vegetal:
- Exsudados vegetais (goma arabica, goma adraganta)
- Extractos de sementes (goma guar, amido e derivados)

- Extractos de algas (carragenina, alginatos)

Dependendo da natureza do solvente, os géis podem ser:
= Hidrogeles ou géis hidrofilos;

= Oleogeéis ou géis lipofilos.

(Oliveira, 2009)
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1.2. Fitocosmética

A fitocosmética (do termo fito vem do latim que significa planta) é o segmento
da cosmetologia, se dedica ao estudo e aplicagdes das substancias activas extraidas de
materiais vegetais. Pode-se referir como qualquer preparacdo composta por substancias
de origem natural, a ser posta em contacto com as diversas partes superficiais do corpo
humano (Ruivo, 2012).

Actualmente, a fitocosmética tem evoluido e avancado bastante, a nivel da
investigacao cientifica, tendo como base as vantagens que, as aplicacGes de produtos de
origem vegetal naturais tém, comparativamente a alguns produtos sintéticos, que podem
apresentar um certo grau de toxicidade. A sociedade exige produtos inovadores e
tecnoldgicos, econdémicos, ecologicos e seguros, 0 que requer um enorme esforco por
parte dos investigadores, na pesquisa de compostos distintos, naturais e eficazes (Ruivo,
2012).

1.3. Humulus lupulus L.

1.3.1. Descricao botanica e aspectos morfoldgicos

O Lapulo (espécie Humulus lupulus L.) é uma planta perene pertencente a
familia Cannabaceae, sdo trepadeiras e herbaceas, cujos caules enrolam-se em qualquer
estrutura para lhes servirem de suporte, sdo dioicas, isto é, tém flores femininas e
masculinas em plantas diferentes que geralmente sdo diploides. As folhas sdo de cor
verde-escuras, em forma de coracdo com 3 a 5 I6bulos, dentadas e com uma superficie
muito rugosa. As inflorescéncias masculinas apresentam paniculas multiflorais. As
inflorescéncias femininas formam os cones da planta onde se desenvolvem glandulas
secretoras de lupulina, capazes de sintetizar e armazenar resinas e 6leos essenciais ricos
em terpenos fenodlicos e polifendis, alfa e beta acidos (Almeida, 2017), sdo estes 0s
compostos principais responsaveis pelo aroma e sabor, e conservacdo natural da cerveja
(Silva, 2019).

Figura 1: A planta Humulus lupulus L.; Fonte: Flora-on: Flora de Portugal Interactiva. (2014).
Sociedade Portuguesa de Botanica. www.flora-on.pt. Consulta efectuada em 29-01-2020.
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1.3.2. Componentes

Os produtos do metabolismo secundario que sdo a base da sua utilizacdo, tém a
sua producao muito influenciada por diferentes factores edafocliméticos e ndo s6, como:
condicdes de cultivo, localizagcdo, ponto de maturacdo durante a colheita, método de
secagem e condicdes climaticas e de armazenamento (Silva, 2019).

Os principais produtos naturais, resultante do metabolismo secundario das

plantas de Lupulo, produzidos nos cones de Lupulo sdo resinas, 6leos essenciais e
polifendis (Astray, et al., 2020).

1.3.2.1. Resinas

As resinas totais podem ser divididas em dois tipos: resinas moles e duras, e
sdo caracterizadas por sua solubilidade e insolubilidade em hexano. As resinas moles
sdo formadas por dois acidos amargos diferentes: a-acidos e B-acidos (humulonas e
lupulonas, respectivamente), e as resinas duras formam-se a partir da oxidagdo das

resinas moles (Astray, et al., 2020).

1.3.2.2. Oleos essenciais

Os Oleos essenciais obtém-se a partir das matérias-primas de origem vegetal,
por hidrodestilacdo. O 6leo essencial do Lupulo é produzido nas glandulas de lupulina,
que sdo Orgdos secretores, (Durelloa, Silvaa, & Jr, 2019) os seus componentes sdo
divididos em trés grandes grupos: hidrocarbonetos (alifaticos, monoterpenos e
sesquiterpenos), oxigenados (alcoois, aldeidos, acidos e ésteres) e enxofre (tioésteres e
terpendides ciclicos sulfetos). Esses compostos tém aromas (sensacdo reconhecida pelo
paladar) potentes e baixos limiares de odor (sensacdo reconhecida pelo olfacto),
portanto, desempenham um papel fundamental no sabor geral da cerveja (Paventi, et al.,
2020).

1.3.2.3. Polifendis

Os polifendis sdo um amplo grupo de metabdlitos secundéarios biologicamente
activos, que podem ser agrupados em flavondis, flavan-3-ois, acidos carboxilicos
fenolicos e outros compostos polifendlicos. Os extractos de Lupulo com alto teor
polifenolico podem ser usados como antioxidantes e/ou antimicrobianos de origem
natural (Carbone, et al., 2020).
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1.3.3. Actividades bioldgicas dos compostos de Lupulo

1.3.3.1. As propriedades de Humulus lupulus L.

Para além do Lupulo ser conhecido como matéria-prima que fornece o sabor
amargo e 0 aroma caracteristicos a cerveja, também tém vindo a ser utilizados ha muito
tempo para fins medicinais, por revelar beneficios para a sadde como o seu potencial
antioxidante, a sua actividade antimicrobiana (Nowak, et al., 2020). Estas caracteristicas
devem-se ao seu alto teor de &cidos amargos e polifendis, que inibem o crescimento de
um amplo espectro de microrganismos. Também 0s seus compostos bioactivos como 0s
S-acidos humulona e lupulona e o prenilflavonoide o xantohumol possuem propriedades
com forte actividade antimicrobiana, antifungica, anti-inflamatoria e anticancerigenas
(Machado, et al., 2020).

1.3.4. Aplicacgdes dos extractos de Lupulo

Actualmente, o Lupulo é uma espécie bem conhecida pela sociedade, devidos as
suas multiplas utilizagbes, como planta medicinal é utilizada para varios fins, como
sedativo, anti-inflamatdrio, antibacteriano e antioxidantes (estas propriedades provém
da lupulina) (Goes, et al., 2019). Também em produtos alimentares, para prolongar o
prazo de validade de bebidas, industriais, como fonte alternativa de fibras para industria
téxtil, em medicina para auxiliar no tratamento dos sintomas da menopausa € no uso
terapéuticos contra o cancro (Machado, et al., 2020), mas a sua principal utilizacdo €, no
entanto, na producdo de cerveja que representa o seu maior valor econémico a nivel
internacional.

Os extractos de Lupulo sdo frequentemente utilizados em produtos cosméticos
devido a sua bioactividade e diversificacdo de aplicacdo, que sdo comercializados
através de perfumes, champ06s, locoes e cremes (Sousa, 2005). Os cones de Lupulo sédo
incorporados em formulagdes, devido as suas propriedades antifingicas e anti-
seborreicas, para o tratamento da oleosidade e da caspa nos cabelos. E pelas
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e antimicrobianas, destaca-se os efeitos
do extracto do Lupulo em bactérias causadoras da acne, podendo ser utilizado como
uma alternativa para tratamento de pele, bem como para redugdo da queda ou
crescimento capilar (Machado, et al., 2020).

A aplicacdo do Humulus lupulus L. no gel serve como agente de anti-idade

para aliviar os sinais de envelhecimento da pele. No caso do composto de xanthohumol,
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um dos flavonoides isolados da planta do Lupulo, resultou eficaz na melhoria da
estrutura e firmeza da pele, o que implica, um maior efeito protector na elastina,

colagénio e fibrilina (Scarci, et al., 2016).

1.3.5. Xanthohumol

A planta de Lapulo tem um composto, o xanthohumol no qual é um produto
natural encontrado nas inflorescéncias femininas, (Sun, et al., 2020) é o composto
principal das chalconas preniladas, uma subclasse derivada dos prenilflavonoides
(Almeida N. E., 2014).

Y
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Figura 2: Representacdo quimica da molécula xanthohumol (Nowak, et al., 2020)

Vale a pena destacar também que o xanthohumol s6 se encontra Unica e
exclusivamente, no LuUpulo. Este composto, tem interesse pelos seus beneficios
potenciais para a saude, incluindo efeitos hepatoprotetores, actividades antivirais,
antibacterianas, anticancerigenas e antioxidantes por possuir capacidade de inibir a
producdo de excessiva de ROS (espécies reactivas do oxigénio) e supressao da

peroxidacdo (Lou, et al., 2020)

1.4. Thymus zygis L. (Tomilho)

E um sub-arbusto perene, amplamente cultivado em todo o mundo, da familia
Lamiaceae. Sdo usadas comummente as flores e folhas, por possuirem propriedades
antimicrobianas para bactérias de Gram positivas e Gram negativas, assim como,
capacidade antioxidante (Rota, et al., 2008). O principal constituinte do éleo essencial
de tomilho é o timol (com maior actividade), (Lee, et al., 2005), podendo proporcionar
beneficios a salde, como no tratamento de doencas relacionadas com a producdo de
espécies reactivas e stresse oxidativo e também na prevengdo do envelhecimento e
danos celulares (Martins, et al., 2013).

Em termos comerciais e cientificos, nos ultimos anos tem havido um aumento
substancial do interesse e desenvolvimento de formula¢es cosméticas e metodologias,

para manter uma aparéncia jovem, reduzindo os sinais de envelhecimento (Daudt,
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2016). Desde muito cedo na histéria da humanidade, extractos de plantas tém sido
utilizadas nesta perspectiva, por serem ricas em compostos como terpenos, alcaloides e
fendis (Binic, et al., 2013). Além da importancia dos compostos bioactivos presentes na
formulacdo cosmética, também é fundamental o uso de conservantes eficazes, sendo
que, existem plantas aromaticas e medicinais com actividade antimicrobiana ja bem
descritas, como € o caso do Thymus zygis. Foi com esse objectivo que o 6leo essencial

de tomilho foi utilizado como conservante nesta formulagdo cosmeética.

1.5. Pele

A pele é 0 maior 6rgdo do corpo humano, com aproximadamente 2 m? de
superficie e 0 mais pesado, cerca de um sexto do peso corporal (Gongalves, 2016).
Cobre quase todo o corpo a excepcdo dos orificios genitais e alimentares, olho e
superficies mucosas genitais. E um 6rgdo elastico e duro que se regenera em condicdes
normais (Ferreira, Mejia, & Barros, 2015). Estudos recentes tém revelado que, a pele
apresenta pH levemente acido, além disso, pode apresentar valores compreendidos entre
4,0 e 5,9 uma vez que o pH da pele é frequentemente alterado em consequéncia de
produtos tépicos inadequados (Frazéo, 2017).

A cutis desempenha importantes funcGes, tanto quimicas e fisicas como
protecgdo entre o ambiente exterior e interior do corpo. E uma barreira contra agressdes
externas, também protege contra a radiacdo ultravioleta (UV) através da producdo dum
pigmento: a melanina que déa cor a pele, percepcdo de estimulos: térmico, tactil, presséo,
dor (através das células de Merkel) e protegendo o corpo da perda de agua. Além destas,
tem também funcGes microbioldgicas e fisioldgicas essenciais, como a defesa
imunoldgica (através das células de LangerHans), defesa antioxidante, a
termorregulacéo e sintese da vitamina D (Ferreira F. J., 2019).

A nossa pele, também é constituida por agua, dando origem a plasticidade e
elasticidade nas camadas superiores. Verifica-se que o contetdo de agua é mais elevado
na epiderme (mais que 70%) e vai diminuindo na juncdo entre o estrato corneo e estrato
granuloso, que pode ir entre 15 a 30% da sua capacidade de hidratacdo da pele, que é

essencial para sua aparéncia, protec¢do, suavidade e reforgo (Galvéo, 2015).
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Figura 3: Teor de 4gua em % representado nas camadas da pele; Fonte: BONTE,2011 Adaptado
por (Galvéo, 2015)

1.5.1. Tipos de pele

As vérias formulagGes cosmeéticas sdo adequadas para uso topico consoante 0

tipo de pele, neste contexto podemos considerar diferentes tipos e caracteristicas de

pele, como est& resumido no quadro seguinte:

e

Tipos e Estados

de Pele Aspeto Limpeza Tratamento
(f\ w Mate, pele flexivel, firme leLenes Cremes diversos para
e - e solida. poros apenas a RO peles normais, e de vez
\ . e etergentes, que
visiveis a olbonu, em quando Usar cremes
1 equilibrio de secregdes DT O adsmingentes
A e pH cutaneo o
| Normal
(o \ Luzdio, com brilho 5 o 2
\ 2 Mais energica, Cremes diversos,
‘I,: :N OIW‘ o exce:zde com leites hidratantes, pumuavos e
N con;el:&es(;ele detergentes e D30 UnMosos
I~ : : adstringentes (preferencialmente
\ seborreica) e microquistos p N
(n3o abusar) acidos)
Oleoza (pela acneica)
6’ :;, Bago por mnsuficiéncia de
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Figura 4: Tipos e 0 aspecto da pele e 0 seu respectivo tratamento estético; Fonte: (Ruivo, 2012)
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1.5.2. Estrutura anatomico da pele humana

1.5.2.1. Epiderme

E constituida por uma camada superficial, tecido epitelial estratificado
pavimentoso queratinizado, apresentando ainda outros trés tipos de células: melanocitos
que proporcionam a pigmentacdo e fotoproteccdo da pele, células de Langerhans e
células de Merkel, que estdo em constante actividade. A taxa de mitose nesta camada
iguala a taxa de descamacdo que se calcula que, para a epiderme humana, equivale &
renovacdo total a cada 15 a 30 dias, dependendo principalmente do local do corpo e da
idade da pessoa (Galvéo, 2015). Esta camada € rica em enzimas antioxidantes, como a
superoxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase. Adere estreitamente a
camada mais profunda, a derme, essa juncdo é irregular. Ela também ndo é
vascularizada, sendo nutrida por difusdo a partir dos capilares da derme (Ferreira,
2019).

A epiderme é formada por cinco estratos: estrato corneo (superficial), estrato
lucido, estrato granuloso, estrato espinhoso e estrato basal (profundo) (Ferreira &
Rocha, 2018)

1.5.2.1.1. Estrato corneo

E a parte mais externa da pele, é a mais fina, é hidratada por um filme
hidrolipidico, tem uma espessura varidvel, ndo é homogénea, tem diferencas
significativas na sua estrutura e composicdo quimica, nas diferentes zonas do corpo. E
composta de células achatadas, camadas de queratindcitos mortos e sem nucleo,
descamando continuamente. Esta constantemente exposto a fontes de radicais livres de
oxigénio, como a luz ultravioleta e poluicdo. A sua principal funcdo é proteger o
organismo do meio exterior, actuando como uma barreira efectiva para a maioria dos
microorganismos, produtos quimicos e perda excessiva de fluidos, também dificultam a
penetracdo de formulacbes dermatoldgicas e cosméticas, impedindo a accdo dos
farmacos e dos principios activos (Ramalho, 2007).

Existem factores naturais de hidratacdo no estrato corneo, como a sua pelicula
hidrolipidica, resultante de uma mistura de moléculas higroscépicas, que através da sua
ligagdo a moléculas de &gua, aumentam a sua plasticidade, e assim atuam como
humectantes eficientes, mantendo o teor de dgua constante e retardando a perda de agua

para o ambiente.
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Dentro deste estrato existem duas regides, a proteica e a lipidica intersticial, a
lipidica intersticial é continua, estruturada e estavel, ocupando cerca de 20% do volume
e estd organizada numa estrutura multi-lamelar. E composta por colesterol (27%), e
ceramidas, que sdo lipidos (&cidos gordos complexos) presentes naturalmente na pele,
essenciais para a sua barreira e para reter a hidratacdo) (41%), juntamente com acidos
gordos livres (9%), estéres de colesterol (10%), e sulfato de colesterol (2%) (Ramalho,
2007).

1.5.2.1.2. Estrato lacido

E constituido por uma delgada camada de células achatadas. Representa
meramente uma zona de transicdo comprimida entre o estrato cérneo e granuloso
(Ramalho, 2007).

1.5.2.1.3. Estrato granuloso

Contém ceélulas densas e numerosas, granulos basofilos, definidos por
queratinécitos (Ramalho, 2007), sendo responsaveis pela resisténcia da pele a abraséo e
a perda de agua por evaporacdo. Esses granulos incorporam-se na membrana
plasmaética, expulsando o seu contetdo para o espaco intercelular da camada granulosa,
onde o material lipidico se deposita, contribuindo para formar uma barreira contra a
penetracdo de substancias, tornando a pele impermeadvel a agua, impedindo a

desidratacdo do organismo (Galvéo, 2015).

1.5.2.1.4. Estrato espinhoso

E constituido por células grandes e poliédricas, ligeiramente achatadas, de
elevada actividade proteica, com curtas expansdes que, contém feixes de filamentos de
queratina. Essas expansdes aproximam-se e mantém-se unidas as células vizinhas
através de desmossomas (adesdo intercelular), o que confere a célula um aspecto
espinhoso e mantem a coesdo entre as células da epiderme e resisténcia ao atrito
(Galvao, 2015).

1.5.2.1.5. Estrato basal
E rico em células estaminais e por isso € também chamado de germinativo, ou de
Malpighii. Apresenta intensa actividade mitotica, sendo responsavel, as células partem

do estrato mais profundo (basal) e vdo empurrando as células mais antigas que, se vao
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achatando a medida que sobem, até ao estrato superior (corneo), através de um processo
designado por queratinizacdo que, por sua vez € responsavel pela renovacdo da
epiderme (Galvdo, 2015). Também contém filamentos de queratina, que se tornam
numerosos a medida que a célula avanca para a superficie. Os melandcitos, responsaveis

pela pigmentacdo da pele, estdo confinados a esta camada (Ramalho, 2007).

1.5.2.2. Derme

Abaixo da epiderme encontra-se a derme a camada profunda da pele, do ponto
de vista histoldgico, e é mais espessa. E composta por tecido conjuntivo, essencialmente
fibras de colagénio (da resisténcia a pele) e elastina (proporciona flexibilidade), tem
espessura variavel, irregular devido a presenca de papilas dérmicas que aumentam a
area de contacto entre a derme e a epiderme que trocam nutrientes entre elas (Barata,
2019). As principais funcdes sdo: dar suporte a epiderme, unir a pele ao tecido
subcutaneo. E resistente e protege o corpo contra danos mecanicos (Galvao, 2015).

Sdo encontradas na derme as seguintes estruturas, derivadas da epiderme:
foliculos pilosos, glandulas sebaceas e glandulas sudoriparas. Também estdo presentes
fibroblastos, macréfagos, anexos cutaneos, vasos sanguineos e linfaticos e terminacdes
nervosas e sensoriais, que tem origem na profundidade da derme, e terminam na
superficie da epiderme (Barata, 2019).

A derme € constituida por dois estratos: o papilar (mais externa), e o reticular
(mais profunda). Ambas as camadas contém muitas fibras proteicas, sintetizadas pelos
fibroblastos, assim como fibras elésticas, responsaveis, em parte, pela elasticidade da
pele.

1.5.2.2.1. Estrato papilar

E mais superficial e delgado, constituido por tecido conjuntivo frouxo com
feixes de fibras de colagénio, fibras elésticas finas que forma as papilas dérmicas que
aumentam o contacto entre a derme e a epiderme, permitindo a entrada de substancias
para a derme, € vascularizada tendo como funcdo o transporte de nutrientes e de
oxigénio para a camada epidérmica, sendo também responsavel pela termorregulacéo
(Santos, et al., 2015).
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1.5.2.2.2. Estrato reticular
E mais espesso, constituido por tecido conjuntivo denso nio modelado, contém
muitas fibras de elastina, responsaveis, em parte, pela elasticidade da pele. E

caracterizada por um entrelacado reticular de fibras de colagénio (Ferreira, 2019).

1.5.2.3. Hipoderme

Por baixo da derme encontra-se a hipoderme que € a camada subcutanea mais
profunda da pele, formada por tecido conjuntivo frouxo e constituido por células
adiposas, ligadas a derme por fibras de colagénio, e estabelece a unido aos 6rgaos
internos. Sendo responsavel pelo deslizamento da pele sobre as estruturas nas quais se
apoia (Ferreira, 2019).

Dependendo da regido corporal e da variacdo da quantidade de gordura com 0s
seguintes factores: idade, sexo e alimentacdo, esta camada tem uma espessura variavel
de tecido adiposo que, quando desenvolvida, constitui o paniculo adiposo, que modela o
corpo e constitui uma reserva energética, proporcionando proteccdo contra o frio e
choques mecanicos. Exerce funcdo de isolamento, reserva energética e proteccao,

possibilita a mobilidade das estruturas adjacentes (Ferreira, 2019).

Poro

Derme Papilar/papila
Epiderme 3 . dérmica

R NPy | /ol Corpisculo de Meissner
Terminacio nervosa

Derme Reticular

Derme p—
Fibra nervosa sensorial
= Glindula sudoripara écrina
s
Corpisculo Vater-Pacini
Hipoderme o . Artiria
(superficial) —
: Vela
Raiz do pilo Tecido Adiposo

Foliculo piloso
Receptor do foliculo piloso

Glindula sudoripara écrina (plexo)

Figura 5: Representacéo histolégica da pele; Fonte: (Ramalho, 2007)

1.5.3. Envelhecimento da pele
As pessoas tém necessidade de recorrer a solucGes cosmeéticas, para cuidar da
sua aparéncia com produtos de rejuvenescimento cutaneo, para manterem uma

aparéncia mais jovem, bonita e firme. O processo de envelhecimento resulta numa
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perda das funcgdes fisiologicas, morfologicas e propriedades bioquimicas que, ocorrem
progressivamente no organismo, ao longo do tempo, nos 6rgdos e tecidos, e em
particular nas diferentes camadas da pele, acima descritas (Ferreira & Rocha, 2018).

Com a idade a pele envelhecida, mostra alteracfes profundas, mais na derme do
que a epiderme. No entanto, a epiderme torna-se mais fina e a quantidade de colagénio
diminui, a pigmentacédo vai-se tornando irregular, as infeccdes e lesdes da pele tornam-
se mais frequentes, e a reparagéo tecidular torna-se mais lenta (Barata R., 2019).

Ha também uma diminuicdo na vascularizacdo do tecido, e uma profunda atrofia
no tecido conjuntivo, dérmico e epidérmico. Todo esse processo leva ao aparecimento
de depressoes e sulcos, chamados vulgarmente rugas. Também, as fibras de elastina da
derme e a gordura da hipoderme, comecam a diminuir, originando a flacidez, a
desidratacdo da pele aumenta, pois, as glandulas sudoriparas e sebaceas perdem a sua
funcionalidade (Barata R., 2019). Ao longo do tempo, a pele vai-se danificando por
estar sujeita a radiacdo, com tendéncia a ganhar cada vez mais rugas. A radiacdo UV é
responsavel por 90% dos danos causados na pele, afecta a renovagdo celular,
aumentando a producdo de radicais livres que estdo fortemente relacionados ao
fotoenvelhecimento cutaneo. Adicionalmente, a radiacdo também promove a reducédo da
sintese do colagénio (Ferreira & Rocha, 2018)

Com o objectivo de controlo do envelhecimento cutaneo, aos cosmeticos sao
adicionados principios activos com a finalidade de actuar como defesa antioxidante,
estimular a renovacado celular, sintese de colagénio e elastina e melhorar a hidratacéo,
para reverter os sinais de envelhecimento e manter uma tez uniforme, ou adoptar uma
accdo de prevencao (Ferreira F. J., 2019). Este conceito basico de anti-idade € mais
global e esta associado a uma melhoria na qualidade de vida tanto fisica como
psicolégica. Assim, apesar de aceitarmos que o envelhecimento da pele é inevitavel, a

forma como envelhece, pode tornar-se mais lenta com a ajuda dos produtos cosmeéticos.

1.5.4. Cuidados a ter com a pele

Como referido anteriormente, o envelhecimento cutdneo é um processo
complexo, onde ocorre perda de fungdes, mudancas nas caracteristicas da pele e
eventual senescéncia e / ou morte das células, que sdo determinadas por factores
extrinsecos e intrinsecos.

Factores intrinsecos ou cronolégicos ocorrem com o passar dos anos € o

envelhecimento natural, sendo mais suave, lento e gradual. Estd relacionado com
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factores genéticos, hormonais, nutricionais e vasculares (Ferreira & Rocha, 2018), dos
quais a presenca de radicais livres, a diminuicdo da exfoliacdo fisiologica da epiderme,
inibicdo da regeneragcdo e crescimento tecidular, e inibicdo de processos de
diferenciacdo (Barata R., 2019).

A pele sofre ac¢des de diversos factores extrinsecos, como agressdes do meio
ambiente: poeira, calor, frio e a exposi¢do as radia¢fes solares (UV), as quais tém um
papel acentuado no envelhecimento cutaneo. A radiacdo UVA atinge indirectamente a
molécula de DNA, resultando em mutacdes, o seu poder de penetracdo consegue chegar
até a derme. A radiacdo UVB possui uma accdo directa sobre o DNA, danificando-o,
esta fica retida ao nivel da epiderme, ndo chegando a derme. Deste modo, a radiacdo
UVA, ¢ responsavel por quase todas as caracteristicas visiveis relacionadas com o
fotoenvelhecimento, levando a formacdo de radicais livres que degradam os lipidos,
provocando lacunas na barreira lipidica e mudancgas na estrutura do colagénio e da
elastina sendo o culpado por alteragdes como rugas, manchas e o préprio cancro de pele
(Parrinha, 2014). Além do sol, ha outros factores como, por exemplo o tabagismo, o
consumo abusivo de alcool, privacdo de sono, alimentacdo inadequada, sedentarismo e
stresse (Ferreira & Rocha, 2018).

O envelhecimento intrinseco € um fendmeno inevitavel, enquanto o extrinseco,
ou fotoenvelhecimento, ou envelhecimento prematuro, é evitavel, ou pelo menos
controlavel. Para cuidarmos da nossa pele e ndo ter uma aparéncia com papos e olheiras,
sardas, hiperpigmentada e rugas associadas ao envelhecimento cutaneo, os cosméticos
sdo importantes no embelezamento, tratamento, prevengdo ou no retardar das alteragdes

cuténeas causadas pelo envelhecimento.

PELE SEM RUGAS

I

PELE COM RUOAD

Figura 6: Formagédo de rugas; Fdnte: (Ferreira & Rocha, 2018)
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2. OBJETIVO

O objectivo deste trabalho é desenvolver um produto cosmético natural, a base
de plantas, numa formulagéo em gel anti-idade no sentido de regenerar, proteger, opor-
se a oxidacdo contra o envelhecimento e hidratar a pele, incorporando diferentes
percentagens de extractos hidroalcodlicos obtidos de cones (flores) e partes vegetativas
(folhas) de Humulus lupulus L. (Lapulo) esponténeo e das cultivares Cascade e Polaris.
Como conservante natural e por ser antimicrobiano, o 6leo essencial de tomilho, foi
opcao escolhida para introduzir na formulacdo cosmetica. Pretende-se também estudar
0s compostos fendlicos derivados do Lupulo, como o xanthohumol que, é utilizado na
cosmeética, para tratamento e prevencdo de rugas, e analisar a estabilidade fisico-
quimica da formulacdo e microbiolégica dos extractos de Lupulo e tomilho da
formulacdo desenvolvida com esses extractos, com vista a determinar a melhor

concentracdo de extractos e cultivar/espontaneo de Lupulo a usar.
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Capitulo 2: Procedimento Experimental
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Vegetal

3.1.1. Preparacdo das amostras

As amostras da planta Lupulo das cultivares Polaris e Cascade foram recolhidas
do campo experimental de Lupulo na Quinta do Pouldo da Escola Superior de Agréria
do Instituto Politécnico de Braganca. A amostra do LUpulo Espontaneo, foi recolhido na
Quinta do Pouldo afastada da area de influéncia do campo experimental. Foram
recolhidas cones e partes vegetativas das plantas (folhas) em separado.

A amostra da planta Thymus zygis L. (Tomilho) subsp. zygis (serpdo-do-monte),
foram recolhidas em Rebordéaos (Serra da Nogueira), Braganca, Portugal.

As amostras foram congeladas em fresco a uma temperatura de -20°C e assim

mantidas até & sua utilizacdo nas extraccdes subsequentes.

3.2. Desenvolvimento de formulagdo cosmética

A formulacdo cosmética foi desenvolvida com base nas seguintes materias-
primas: Metilcelulose (3,7%); Alcool 96% (18,9%); Agua destilada (78%); Glicerina
(0,13%); Extracto de Humulus lupulus L. (variavel); e 6leo essencial Thymo zygis zygis
(variavel). A quantidade de extracto de Lupulo e do 6leo de tomilho depende da

concentracdo em estudo em cada amostra.

3.3. Extraccdo e analise de 6leos essenciais (GC e GC MS)

O oleo essencial da parte aérea de Thymus zygis L., usado como conservante
natural das formulacdes cosméticas, foi obtido por hidrodestilacdo dos cones femininos
e folhas, usando um sistema Clevenger. Para tal pesou-se 70g da amostra que foi
colocada num Erlenmeyer com 800ml de agua ultrapura, o material foi deixado 3 horas
a destilar apos a agua se encontrar em ebulicdo. Seguidamente recolheu-se, determinou-
se 0 rendimento, identificou-se e armazenou-se o 06leo essencial a -20 °C. Para uma
analise qualitativa, recorreu-se a Cromatografia Gasosa (GC) e Cromatografia gasosa-

espectrometria de massa (GC-MS) (Figueiredo, Martinez, Burity, & Chanway, 2008).
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3.4. Extraccao e analise de volateis

Para a extraccdo de volateis do Lapulo foi utilizado um destilador Likens-
Nickerson (LN) durante trés horas, tendo-se utilizado como solvente pentano
previamente destilado. Para tal pesou-se 10g de amostra de cada variedade de Lupulo
que foi colocada num Erlenmeyer com 800ml de agua ultrapura. Neste sistema, foi
deixado trés horas a destilar apds a agua se encontrar em ebuligdo, a partir do
erlenmeyer que esta sobre uma placa de aquecimento com temperatura entre 95-96°C, e
no condensador (Heto HMT 200), com temperatura 5°C, ocorre a extraccdo com 0
solvente (pentano), que é fornecido pelo baldo menor. Devido a suas diferencas de
densidade e solubilidade, a 4gua e o solvente podem ser separados sendo o 6leo
recolhido com o solvente, evitando o contacto posterior com a agua aquecida. Apos a
extraccdo dos volateis, o extracto obtido foi concentrado utilizando um evaporador
rotativo (Rotavapor R110, Sotel) e a amostra foi recolhida num vial ambar com rolha de
teflon, colocada a -20°C e posteriormente analisada em Cromatografia Gasosa (GC) e

Cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-MS) (Figueiredo, et al., 2008).

3.5. Extractos hidroalcodlico de Humulus lupulus L.

Para a preparacdo dos extractos hidroalcodlicos, 5 g das partes florais e a mesma
massa das partes vegetativas de cada cultivar, ou espontaneo, em separado, foram
submetidas a uma lavagem com agua corrente. De seguida preparou-se uma mistura de
etanol/agua (80:20, v/v) sob agitacdo magnética constante, a temperatura ambiente, por
trinta minutos. O preparado foi filtrado através de um filtro de papel Whatman N° 4 e o

residuo re-extraido pela repeticdo do procedimento mais duas vezes.

3.5.1. Determinacéo de compostos fendlicos totais

A extraccdo soélido-liqguido com solucdo etandlica 80% foi utilizada para
preparar 0s extractos de cones e partes vegetativas de LuUpulo espontaneo e das
variedades Cascade e Polaris. Os compostos fendlicos totais foram determinados usando
0 método Folin-Ciocalteu (Rota, et al., 2008).

3.6. Identificacéo dos compostos fenolicos do Lupulo
Os extractos hidroalcoolicos foram evaporados a 40 °C com 400mbar
(Rotavapor R110, Sotel). A fraccdo resultante foi congelada, liofilizada e mantida sob

vacuo em condicdes de -44°C e 0,5mbar (Telstar LyoQuest), em um exsicador no
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escuro, para uso subsequente e foi obtido o rendimento das amostras liofilizadas que se
encontra em anexo na tabela 19.

Para a identificagdo dos compostos fendlicos, o perfil fendlico do extracto
hidroalcodlicos de Lupulo (10 mg/mL) foi determinado por analise de cromatografia
liquida usando um aparelho Ultimate 3000 (Dionex Co., San Jose, CA, EUA) equipado
com um detector de diodo ultimate 3000 (Dionex Co., San Jose, CA, EUA) e um
espectrometro de massa Thermo LTQ XL (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA),
seguindo um método descrito por Afonso, et al., (Afonso, et al., 2018). A elui¢do do
gradiente foi realizada com uma mistura de 0,1% (v / v) de acido formico em agua
(solvente A) e acetonitrilo (solvente B). O gradiente de solvente usado consistia em uma
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 condicdes iniciais. As condi¢Ges de operacdo do espectrometro de
massa foram realizadas usando as previamente descritas (Afonso, et al., 2018). Alguns
compostos fendlicos foram identificados utilizando compostos standard. Nos casos em
qgue o composto comercial padrdo ndo estava disponivel, a identificacdo do composto
fenolico foi baseada na interpretacdo dos dados espectrais de ultravioleta (UV) e
espectrometria de massa (MS), além de comparacdo com a literatura (Afonso, et al.,
2018).

3.7. Testes de estabilidade da formulacéo cosmética

3.7.1. Teste organoléptico
Este teste tem como objectivo ver as caracteristicas: visualmente, tactil, aroma e
consisténcia, de uma forma empirica da formulacdo em gel, para poder avaliar de uma

forma simples, a homogeneidade e a qualidade.

3.7.2. Teste de temperaturas e humidades
Para este teste utilizou-se um grama de cada amostra, colocadas em eppendorfs
de 1,5ml com trés repeticBes cada, no total 57 eppendorfs e foram armazenadas numa
incubadora (Memmert) a uma temperatura de 25 °C + 2 °C a 60% = 5% de humidade
relativa (HR) por duas semanas e a uma temperatura de 40 °C + 2 °C a 75% + 5% de HR
durante 0 mesmo tempo. As caracteristicas organolépticas de cada formulagédo (cor,
cheiro, separacdo de fases, textura e consisténcia), assim como o valor de pH, foram

analisadas de oito em oito dias.
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3.7.3. Teste de temperaturas extremas

Testou-se a variacdo de temperaturas extremas, consecutivamente, com o0
objectivo de observar, se havia ocorréncia de separacdo de fases, formacéo bolhas, ou
alguma alteracdo na formulacdo que, ndo fosse a ideal para o produto cosmético final.

Foi submetida 1 grama de amostra em eppendorfs de 1,5ml, em ciclos de
congelamento e descongelamento. Estes ciclos alternavam 24 horas em temperaturas
baixas, num congelador, e 24 horas em temperaturas elevadas, numa incubadora (pol-
eko aparatura). As temperaturas foram as seguintes: -12°C, 37°C, -12°C, 45°C, -12°C,
50°C e -12°C.

3.7.4. Teste espectrofotométrico
As amostras foram diluidas em &gua destilada, colocadas em cuvetes de quartzo
e posteriormente submetidas a andlise espectrofotométrica, em espectrofotometro (vwr
uv-1600pc spectrophotometer), sendo o espectro tracado, na regido do UV-Visivel,
entre 210 e 600 nm. Foi usado como controlo negativo, o gel sem principio activo, nem

conservante, o branco foi feito com o solvente (dgua destilada).

3.8. Testes fisico-quimicos

3.8.1. Teste de pH
Usou-se 3 gramas de cada formulacdo, em gel e dissolveu-se em agua destilada,
para a medicdo do pH com ajuda de um medidor de pH digital (pH 7310 wtw xylem
brand inolab).

3.8.2. Densidade
A densidade relativa foi determinada pela férmula:

Dr =—
%

Dr : Densidade relativa
m : Massa ()

v : Volume (ml)

Foi usado como método o deslocamento de agua, para determinar a densidade
relativa (Chorilli, 2007).
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3.8.3. Teste de vibracdo mecanica
Este teste visa replicar as condigdes de transporte, indicando se 0s movimentos
de vibracdo, do mesmo, podem alterar a amostra. O procedimento utilizado foi 1 grama
de cada amostra, em eppendorfs de 1,5ml, submetidos a 2000 RPM em vibracdo em um
agitador vortex (Velp scientifica zx3 advance vortex mixer) por 10 segundos, foram

feitas 3 réplicas por amostra.

3.8.4. Teste de centrifugacao
Para verificar a estabilidade da formulacdo, na qual pode haver tendéncia a
separacdo de fases, centrifugamos a 25°C, 3000 RPM, por 30 minutos numa centrifuga
(hettich mikro 24-48 r zentrifugen) com 1 grama de cada amostra em eppendorfs de

1,5ml, foram feitas 3 réplicas por amostra.

3.8.5. Teste da textura

Este teste tem como objectivo demonstrar a coesividade, consisténcia, firmeza e
indice de viscosidade das amostras, para tal, as amostras foram avaliadas num
texturometro (Stable Micro Systems TA-XT Plus), equipado com uma sonda acoplada
de um disco de compressdao de 35mm, que imprime uma forga sobre um recipiente
cilindrico, de 50mm de didmetro. O equipamento operou a 100mm de altura, a coluna
de gel tinha 50mm (509) e ocupava cerca de 50% do volume total do recipiente, foram
usadas 38 amostras em duplicado, uma foi o controlo que é o gel de metilcelulose e as
amostras foram os géis com os extractos das cultivares e espontaneo com diferentes
percentagens (1,25%, 2,55 e 5%). Ap0s iniciar o seu movimento, o disco de compressao
exerce uma forca na superficie da amostra por um curto periodo de tempo, e desce a
uma profundidade de 20mm, a uma velocidade constante, utilizando uma velocidade de

retorno de 20mm.min™ até retornar a superficie da amostra.

3.8.6. Teste de luz
Foram colocados 15 gramas de cada amostra, o gel de metilcelulose e as
amostras com 0s géis com 0s extractos das cultivares e espontaneo a 1,25%, 2,55 e 5%,
em placas de Petri de plastico transparente estéril, estas foram submetidas a condic¢des
extremas de iluminagédo, com um fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuridao,

usando uma lampada de luz “daylight”, a uma temperatura de 24°C +2, durante 15 dias.
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Foi avaliada a ocorréncia de separacdo de fases, a alteracdo da coloracdo das amostras

ou desidratacdo das mesmas.

3.8.7. Teste de cor
Este teste foi feito em conjunto com o teste de luz, as mesmas amostras e
durante 0 mesmo tempo. Foi feito com um colorimetro (Chroma meter cr-400 konica
minolta) um equipamento de medi¢do de cor, no qual medimos no primeiro dia e no

ultimo dia, desses 15 dias.

3.9. Testes microbioldgicos dos extractos de Lupulo e tomilho

A pele e as mucosas tém, entre outras fungdes, o papel de defesa do organismo
de ataques microbianos. Contudo, estas podem ser danificadas aumentando a
probabilidade de ocorrer uma infeccdo microbiana ao ser utilizado um produto
cosmeético. Deste modo, é importante avaliar a possivel contaminacdo microbiana dos
extractos hidroalcodlicos de Lupulo e do 6leo essencial de Thymus zygis. Neste estudo

procedeu-se a analise microbioldgica de espécies patogénicas para a pele.

3.9.1. Actividade antibacteriana

Testou-se a actividade antibacteriana dos extractos hidroalcodlicos de Lupulo e
do 6leo essencial de Thymus zygis a 5%, para podermos avaliar o desenvolvimento de
microrganismos no produto cosmeético identificados como espécies patogénicas para a
pele, como as bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus NCTC 6571) e bactérias
gram-negativas (Escherichia coli NCTC 9001, e Pseudomonas aeruginosa NCTC
10662) da National Collection of Type Cultures, operada pela Public Health England.
Neste estudo todas as estipes foram cultivadas em agar Mueller-Hinton (Himedia) e
incubadas a 37-C por 24 h. A concentragdo minima inibitoria (MIC) e a concentragdo
bactericida minima (MBC) foram determinadas pelo método de microdilui¢cdo em caldo,
usando um protocolo padrdo modificado e descrito por Afonso, et al., (Afonso, et al.,
2017). As suspensdes bacterianas foram preparadas por suspensdes de colonias directas
em agua destilada esterilizada, e ajustadas para obter 1,5 x 108 unidades formadoras de
colonias (UFC) / mL, aproximadamente equivalente a 0,5 unidades McFarland. Um
inoculo final de 1,5 x 105 UFC / mL foi necessario para suspensdes diluidas na

proporcdo de 1:100 em meio liquido Mueller-Hinton (MH). Em seguida, cem
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microlitros do meio liquido de Mueller-Hinton foram distribuidos em pogos de placas
de microtitulacdo de 96 pogos (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA).

As solugdes hidroalcodlicas dos extractos de Lupulo foram adicionadas a uma
concentracdo final de 10 mg/ml e em seguida diluido em série (1:2) na placa para uma
concentracdo final de 0,625 mg/ml, e o 6leo essencial de tomilho foi diluido em DMSO
a 5%, em seguida adicionada na placa e diluido em série (1:2) para uma concentragao
final de 0,020 mg/ml. Para finalizar 100 microlitros de suspensdo de bactérias foram
adicionados a cada pogo e as placas foram incubadas a 37°C por 24 h. Para cada
bactéria, extracto de planta e para o meio de Mueller-Hinton, foi realizado um controlo
positivo para garantir a viabilidade do crescimento da bactéria e um controlo negativo
para a esterilidade dos extractos da agua e do meio.

O ensaio para cada microrganismo foi repetido 2 vezes. Todos 0s processos
descritos foram realizados na camara de fluxo laminar para seguranca bioldgica de
modo a garantir o méaximo de condi¢des de esterilidade.

O MIC foi definido como a concentragdo mais baixa na qual o crescimento
visivel foi inibido, enquanto o MBC é a concentracdo mais baixa da substancia testada
que tem um efeito bactericida. Os valores de MBC foram determinados subcultivando
10 puL da cultura de cada pogo negativo em agar Mueller-Hinton e, em seguida,
determinando a diluicdo na qual o crescimento foi detectado. O solvente sem extractos

serviu como controle negativo (Afonso, Pereira, Neto, Silva, & Cardoso, 2017).

3.9.2. Actividade antifuingica

Testou-se pelo método de difusdo em disco em agar (meio de leveduras sélido) a
actividade antifangica nos extractos hidroalcodlicos de Lupulo e do 6leo essencial de
Thymus zygis a 5%, no crescimento de levedura, nomeadamente Candida albicans.
Apo0s a elaboracdo dos respectivos meios de cultura (Anexos na tabela 17 e 18) estes
foram autoclavados a 125 °C durante 20 minutos e posteriormente colocados em placas
de Petri estéreis (10 mL). Em cada uma das placas foram colocados 100 microlitros de
C. albicans e espalhado, homogeneamente pela superficie, utilizando um espalhador.
Seguidamente cada placa foi dividida em quatro partes tendo-se colocado em cada um a
um disco de papel (6mm de diametro), previamente esterilizados e embebido em 100
microlitros das respectivas dilui¢cdes seriadas (1:2) do 6leo em DMSO e dos extractos
em Tween 80, e no centro um circulo de papel com antibiotico Fluconazol. Controlos:

Foram adicionalmente seleccionadas 4 placas de Petri por cada meio, uma apenas com o
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meio, com O microrganismo, com 0 microrganismo mais o disco do antibiotico
(fluconazol), com o microorganismo e o tween 80, com 0 microrganismo e DMSO e
outra com o microorganismo e agua. Por fim todas as placas de Petri nas quais foram
inoculadas a levedura foram guardadas a 25°C por 24 horas. As placas foram
observadas ap0s 24 horas na estufa, tendo-se verificado se existia halo de inibicdo em
cada uma, o que permitiu observar se ocorria inibicdo do crescimento microbiano
(Frazéo, 2017).

3.10. Aceitacdo em painel de voluntarios do produto cosmético

O estudo realizou-se através de dois questionarios de autopreenchimento,
previamente estruturado de acordo com o0s objectivos deste estudo. O primeiro
questionario é constituido por quatro seccBes, a primeira sec¢do contém perguntas
sociodemogréaficas para obter informacdo geral e estilos de vida do inquirido, na
segunda seccdo pretende-se avaliar os cuidados de pele, a terceira seccdo €
autoavaliacdo da pele do inquirido, j& a quarta pretende-se determinar o nivel de
conhecimento de produtos cosméticos naturais. Para o0 segundo questionario os
participantes usaram o gel com extracto versus controlo (gel de metilcelulose) e foi
aplicado por um periodo de 10 dias. O segundo inquérito ¢é sobre a satisfacdo p6s-uso do
gel no qual metade dos inquiridos usou o controlo e a outra metade usou o gel anti-
idade com extracto de Polaris flor a 2,5% (0 que foi 0 melhor extracto nos ensaios
organolépticos e de estabilidade fisico-quimica), de forma a avaliar a eficdcia do mesmo
na perspectiva do utilizador.

Os dados utilizados no presente estudo foram feitos com o consentimento
informado dos inquiridos, assegurando-se a todos os valores e direitos constitucionais
dos individuos. Os inquiridos foram informados previamente sobre caracter voluntario
da sua participacdo, sobre os objectivos da investigacdo. A informacédo recolhida foi
tratada de forma a garantir a confidencialidade e anonimato e os dados exclusivamente

usados para o0 ambito desta investigagéo.
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Capitulo 3: Resultados e Discussao
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Composi¢do quimica

4.1.1. Composic¢ao do bleo essencial de Thymus zygis zygis

O rendimento do 6leo essencial da parte aérea de Thymus zygis zygis, com base
na massa fresca da planta, foi de 1,14% (Tabela 1), em que carvacrol, terpinen-4-ol, p-
cimeno e trans- hidrato de sabineno foram os compostos principais (43,60%, 25,80%,
24,10% 15,8%, respectivamente).Apesar de Rota, et al., (2008), apontarem o timol e
linalol, como os compostos comuns mais abundantes entre as variadas espécies de
tomilho, 0 mesmo ndo se verificou neste estudo, em que estes ocorrem em menores
quantidades (Rota, et al., 2008). No entanto, varios autores reforcam a actividade
antimicrobiana e antioxidante, que o tomilho tem, como ele é rico nestes derivados
fenolicos, apresenta fortes caracteristicas de conservacdo (Amarti, et al., 2011; Martins,
etal., 2013).

Tabela 1: Rendimentos e composicao percentual do 6leo essencial das partes aéreas de Thymus
zygis.

Compostos Valores médios (%)
oOxido de cis-linalol 0.60
hidrato de cis-sabineno 0.10
Canfora 3.20

Borneol 1.2

terpinen-4-ol 25.8
a-terpineol 11.8
Timol 0.30
Carvacrol 43.60
a-tujeno 1.60
a-pineno 0.80
Canfeno 1.00
3-octanol 1.00
-mirceno 1.00
a-terpineno 1.40
p-cimeno 24.10
Limoneno 0.20
trans-p-ocimen 1.10
hidrato de trans-sabineno 15.80
Rendimento (%, v/iw) 1.14
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4.1.2. Composicdo fendlica de extractos de Lupulo

Os compostos fenolicos do Lupulo encontram-se principalmente nos cones de
Lapulo, (Durelloa, Silvaa, & Jr, 2019), que apresentam um bom resultado como
antioxidante e antimicrobiano (Silva, 2019).

Em geral, os compostos fenolicos, nos extractos hidroalcodlico, encontram-se
em maior quantidade nas flores, do que nas partes vegetativas. A maior quantidade de
fenois detectada foi na parte vegetativa do espontaneo e nas flores da cultivar Polaris
(tabela 2), estatisticamente ndo séo significativos.

Esses compostos sdo produzidos principalmente em cones, estdo presentes logo
na formacdo, acumulando-se ao longo de sua maturacdo, enquanto outras partes da
planta apenas os sintetizam em pequenas quantidades, os compostos fendlicos sao
utilizados na fabricacdo de cerveja, para conferirem 0 amargor e 0S aromas € as suas
propriedades antioxidantes e antimicrobianas (Bocquet, Sahpaz, Hilbert, Rambaud, &
Riviere, 2018).

Tabela 2: Rendimento de extrac¢do (%) e compostos fenélicos (mg GAE / g planta) de um
Lapulo espontaneo e duas variedades, (média + DP).

Amostras Rendimentos (%)* Compostos fendlicos totais (mg GAE/g planta)®
E.F. 13.11 ND
E.V. 21.1 3.1+0.52
C.F. 30.3 10.4+2.1
C.V. 9.3 2.1+0.7
P.F. 25.8 22.7+2.4
P.V. 11.8 1.1+0.2

"Valores médios; “Valores médios + DP; F- Flores; V- Partes Vegetativas; E- Espontaneo; C- Cascade;
P- Polaris; ND- Nao determinado; GAE- Equivalentes de acido galico.

4.1.3. lIdentificacdo dos compostos fendlicos do Lupulo
O conhecimento sobre os compostos fenolicos presentes na planta do Lapulo ¢
de suma importancia, em virtude de estes estarem relacionados com o potencial
bioactivo, nomeadamente com o poder antioxidante e a capacidade antimicrobiana,
entre outros (Silva, 2019) A caracterizagdo do perfil de compostos fendlicos nas
amostras do LUpulo foi realizada por UHPLC-DAD-ESI-MS" tendo-se obtido, dados de
tempo de retencdo (RT), o maximo de ultravioleta (UVmax), ido pseudomolecular ([M-
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H]), ides do fragmento principal em MS? permitindo a identificacdo dos compostos
fendlicos apresentado na tabela 16 nos anexos.

Em detalhe, o pico definido como o nimero 1 ([M-H]- a m/z 191) foi
identificado como &cido quinico (UVmax em torno de 264 nm e fragmentos MS? em
m/z 173,111), este &cido organico esta presente em todos os extractos (McMurrough, et
al., 1984; Choi, et al., 2017), uma vez que, segundo a literatura, € um composto fenolico
natural desta planta, na forma de &cido quinico livre e de baixa massa molecular
(Monteiro & Trugo, 2005).

O 4cido protocatecuico 4-O-glucosideo (UVmax em torno de 315 nm e
fragmentos MS? em m/z 269,153 (como o mais abundante), 109), encontra-se no pico 2
([M-H]- a m/z 315), este acido aparece nos cromatogramas somente no espontaneo flor
(Tang, Dunshea, & Suleria, 2019). O acido ferdlico 4-O-glucosideo (UVmax em torno
de 309 nm e fragmentos MS? em m/z 337,209,191 (como o mais abundante), 181),
encontra-se no pico 4 ([M-H]- a m/z 355), este acido aparece nos cromatogramas
somente em Polaris vegetal (Tang, Dunshea, & Suleria, 2019). O pico 37 ([M-H]- a m/z
353) foi identificado como xanthohumol (UVmax em torno de 281, 346 nm e
fragmentos MS? em m/z 247, 233(como o mais abundante), 199), apenas nas flores do
Lapulo, conforme anterior descrito (Loureiro, Jiménez, Senddn, Quirds, & Barbosa-
Pereira, 2019).

A fracgdo dos a-acidos é composta por uma mistura de cinco humulonas
analogas, sendo 0s seus principais constituintes a humulona, a cohumulona, que sdo os
mais abundantes, a adhumulona, a prehumulona e a poshumulona presentes no Lupulo
(Durelloa, Silvaa, & Jr, 2019). Nesta analise comprovamos que existe
adprehumulona/prehumulona (UVmax em torno de 283 nm e um fragmento MS? em
m/z 306), encontra-se no pico 41 ([M-H]- a m/z 375), este a-&4cido aparece nos
cromatogramas somente nas flores de Polaris (Hsu & Kao, 2019).

Identificamos, como consta na tabela 16 nos anexos, beta-acidos tipo lupulona
como a mais abundante e nos flavonoides temos derivados como o0s hexosidos do
caempferol, representado no pico 21 como o0 mais abundante na Cascade, e da
quercetina no Lupulo (Durelloa, Silvaa, & Jr, 2019).

Para outras variedades de Lupulo foi também encontrada idéntica distribuicéo
destes compostos. A titulo de exemplo, foram identificados compostos como a rutina,

quercetina e acido ferdlico, inclusive na Cascade (Almeida, et al., 2020).

47



O acido protocatecuico 4-O-glucosideo, derivado hidroxilado de acido benzdico,
bem como o &cido ferdlico e &cido quinico, derivados do &cido cinamico, estdo
presentes na variedade espontdnea do Lupulo. Além da reconhecida atividade
antioxidante, destacando-se a propriedade sequestra-te de radicais livres, mesmo em
reduzidas concentracdes, estes possuem ainda actividade antiviral, efeitos antialérgicos,
antimicoticos (Broinizi, et al., 2007; Silva, 2016; Wang, et al., 2009)

Vaérios autores apontam o xanthohumol como o principal flavonoide prenilado
do Lupulo, possuindo propriedades antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatorias e
sedativas (Legette, et al., 2012; Maietti, et al., 2017).

Os a-acidos detém varios modos de ac¢do na prevencao ou tratamento potencial
de muitas doencas, incluindo doencas metabdlicas, inflamatorias, e prevengdo de
carcinogenese (Seliger, et al., 2018).

A quercetina-O-rutinosido, quercetina-3-O-glucosideo, derivados da quercetina,
bem como o caempferol-3-O-glucésido e caempferol-3-O-rutindsido, derivados do
caempferol, foram também identificados no cultivar espontanea, como se verifica na
tabela 16 em anexos. Estes foram igualmente reconhecidos na espécie Humulus lupus L.
selvagem, em estudos realizados por Maietti, et al., (2017), reconhecendo para todos a

grande capacidade antioxidante.
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Figura 7: Representacdo cromatografica de cones (linha cinza) e parte vegetativa (linha verde) da
variedade Cascade de Humulus lupulus a 280 nm. Os nimeros na figura correspondem aos picos
UHPLC-DAD-ESI-MSn descritos na Tabela 16.
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4.2. Testes de estabilidade do produto cosmético

4.2.1. Teste organoléptico

As caracteristicas organolépticas do gel de metilcelulose so as seguintes: tém a
cor transparente, um odor fresco a alcool, aspecto homogéneo, consisténcia boa e nédo
pegajosa, a sua textura é suave e refrescante, espalha-se bem e seca/absorve rapido na
pele e facil remocdo. No gel com extractos de Lupulo, ficou com as caracteristicas
iguais ao gel de metilcelulose, e ficou com uma cor levemente amarelada e o odor a
Lapulo, em que a cor ndo influencia na pele, nem o odor a Lupulo fica na pele.
Ademais, todas as formulacGes apresentaram odor caracteristico a tomilho, relativo ao
6leo essencial adicionado a formulagcdo com finalidade de conservacdo. Estas sdo
caracteristicas importantes para facilitar a aplicacdo e absorcdo na pele nas formulagdes

cosméticas (Lopes, et al., 2020).

4.2.2. Teste de temperaturas e humidades

Apos este periodo de 15 dias, foi verificado as caracteristicas organolépticas de
cada amostra (cor, odor, separacdo de fases, textura e consisténcia), na qual foram
comparadas com as amostras no seu estado natural/inicial e no final do ensaio. Tanto a
uma temperatura de 25 °C + 2 °C a 60% * 5% de humidade relativa (HR) e a uma
temperatura de 40 °C + 2 °C a 75% + 5% de HR, ndo houve alteracéo as caracteristicas
organolépticas, permaneceram estaveis fisicamente durante os 15 dias, ndo
apresentando separacdo de fases ou indicios de instabilidade, mas o valor de pH teve
uma ligeira diminuicdo, como podemos observar no grafico 1. Segundo, Pianovski, et
al., (2008) a diminuicdo do pH pode representar uma oxidacdo da formulagdo mas néo
foi considerada instavel, pois ndo apresentou alteracdo nas caracteristicas organolépticas
e para além dessa diminuicéo ligeira do ph, a formulacdo, manteve-se dentro da faixa do

pH dermatoldgico (Peruzzi & Georgetti, 2015; Pianovski, et al., 2008).
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4.2.3. Teste de temperaturas extremas

Neste teste de variagdo de extremas temperaturas consecutivamente, com o
objectivo de acelerar possiveis reac¢des como separacdo de fases que se da por
instabilidade na formulacdo, que pode se originar de uma incompatibilidade entre
matérias-primas ou pela evaporacdo de &gua da formulacdo (Silva, Bortolotto,
Deuschle, Claudino, & Deuschle, 2019), ou alguma alteragdo na formulacdo para
deteccdo de sinais de instabilidade. As mudancas de ciclos de congelamento e
descongelamento alternam 24 horas em temperaturas elevadas e 24 horas em
temperaturas baixas, verificando a ndo ocorréncia de qualquer alteracdo/mudanca nas
amostras analisadas, ou seja, 0 gel é estavel e ndo precisa de alterar nada na formulacéo,

nem em termos de condic¢Oes de armazenagem (Ferreira & Zatti, 2013).
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Grafico 1: Representacdo do pH lido a diferentes dias e temperaturas de 25°C + 2 °C a 60% * 5% de humidade relativa (HR) e 40°C + 2 °C a

75% *

5% de HR. (média £ DP)
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4.2.4. Teste espectrofotométrico

Este teste visa verificar o comportamento do gel, determinado se ele é diferente ao
adicionar os extractos de Lupulo em diferentes concentracdes, verificando a ocorréncia de
mudancgas na intensidade das bandas (efeitos hipercromico (aumento da intensidade de
absorcdo) ou hipocrémico (diminuicdo da intensidade de absorcdo)) ou variagdes no
comprimento de onda em que ocorre a absor¢do maxima (efeitos batocromicos (mudancga na
absorcéo para maiores comprimentos de onda, devido a substituicdo ou efeito do solvente) ou
hipsocrobmico (mudanca na absorcdo para menores comprimentos de onda, devido a
substituicdo ou efeito do solvente)) indicam a ocorréncia de alteragdo na sua cor ou
intensidade, o que pode ser um indicativo de instabilidade da formulacéo.

Espectrofotométrico .
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Grafico 2: Espectro UV-VIS das amostras em diferentes concentragdes; C.F.- Cascade flor; C.V. — Cascade
vegetal; E.F. — Espontaneo flor; E.V. — Espontaneo vegetal; P.F. — Polaris flor; P.V. — Polaris vegetal.

No grafico 2, pode-se observar que nos dezanove espectros as bandas de absorcéo
estdo na mesma posicao, verificando a existéncia de um pico maximo de absor¢éo, entre 300
nm a 350 nm de comprimentos de onda. No qual o pico méximo é do gel de variedade Polaris
dos cones a 5% com uma absorvancia de 0,482, a seguir esta a variedade Polaris dos cones a
2,5% com uma absorvéancia de 0,252, no entanto o gel de metilcelulose foi 0 mais neutro em
absorvancia devido que se manteve proximo do zero. Esses picos devem-se aos compostos na
formulacdo testada, que possivelmente possuem o0s grupos funcionais como os fendis, 0s

quais apresentam bandas tipicas nesses comprimentos de onda (Spies, 2018).
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Nas formulacBes existe um efeito hipercromico em relagdo ao gel. Essa mudanca
possivelmente deve-se as proporcdes de alguns compostos, o0 que se traduz em uma mudanca
na intensidade das bandas. Percebe-se também que existe um efeito hipsocromico em que é
respectivo devido aos baixos comprimentos de onda que se localizam mais proximos do azul.
Isto é, considerando os compostos fenolicos que existem na variedade de Polaris nos cones,
como j& referido nesta dissertacdo, os compostos possiveis entre 300 nm a 350 nm de
comprimentos de onda sd@o Cohulupona, Xanthohumol, Cohumulona, Humulona, Colupulona

e Lupulona (Tedone, et al., 2020; Durello, 2019; Durelloa, Silvaa, & Jr, 2019).

4.3. Testes fisico-quimicos

4.3.1. Teste do pH
Como se pode observar no grafico 3, no dia zero foi medido o pH do gel sem os

extractos hidroalcoolicos e em seguida com os extractos hidroalcoodlicos de Lupulo
Esponténeo e as variedades Cascade e Polaris, e também o controlo (gel de metilcelulose, sem
os extractos). O pH foi medido passados trés dias, uma semana e quinze dias apés a producéo,

com duas repeticbes, os valores apresentados sdo valores médiostdesvio padrdo

correspondentes (DP).
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Gréfico 3: O pH das amostras em diferentes concentracdes; C.F.- Cascade flor; C.V. — Cascade vegetal; E.F. —
Espontaneo flor; E.V. — Espontaneo vegetal; P.F. — Polaris flor; P.V. — Polaris vegetal. (média + DP)

A formulacéo controlo (Gel) apresentou um valor de pH levemente acido. Contudo,
apos os quinze dias todas a formulagcdes com as variedades apresentaram uma tendéncia de
pH entre 7,5 a 6,5. No grafico é possivel ver que o pH é muito estavel e levemente &cido. O

controlo teve no dia zero e trés o maior valor de pH 7,299 e 7,590 depois uma semana e
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quinze dias o pH desceu para 6,5. Todas as amostras diminuiram ligeiramente o pH durante
o0s 15 dias excepto a variedade Polaris que aumentou o seu pH sem passar 7,5.

Dessa forma, produtos destinados a um contato prolongado com a pele devem possuir
pH entre 4,0 e 5,9 aproximando-se do pH cutaneo, (Frazdo, 2017), logo, as amostras

analisadas apresentam-se incompativeis com o pH cuténeo, precisando de ajustes.

4.3.2. Densidade
Foi medida a densidade relativa de cada formulacdo com o extracto de Lupulo

respectivo variedade em varias concentracdes.

Tabela 3: Densidade relativa de cada formulagdo com as suas respectivas variedades em varias
concentracdes.

Densidade relativa Densidade relativa
Espontaneo vegetal Espontaneo flor
1,25% 1,25% 0,857
2,5% 2,5% 0,857
5% 5% 0,857
Cascade vegetal Cascade flor
1,25% 1 1,25% 1
2,5% 1 2,5% 1
5% 1 5%
Polaris vegetal Polaris flor
1,25% 1 1,25% 0,857
2,5% 1 2,5% 0,857
5% 1 5% 0,857
Gel 1

Na medicdo da densidade relativa foram obtidos valores de 1 e 0,857 tal como se pode
observar na tabela 3. Pode verificar-se que as formulacGes com as cultivares de Lupulo
espontaneo e Polaris, tanto para as partes vegetativas como para as florais possuem 0s
mesmos valores de densidades relativas (1 e 0,857, respectivamente) para todas as
concentragdes de extracto. J& a cultivar Cascade, na parte floral apresentou valores de
densidade 1, diferentes das restantes. A determinacgdo da densidade relativa é importante, visto
que pode estar relacionada ao controle de aeragdo da formulagdo cosmética, ou seja, se a
densidade diminuiu isso podera querer dizer que, houve a incorporacao de ar no produto, pois

pode influenciar essa diferenca de densidade (Chorilli, 2007; Coelho, 2014).
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4.3.3. Teste de vibragdo mecénica
Neste pardmetro avaliamos o comportamento do cosmético em relacdo ao transporte.
Todas as amostras foram submetidas ao referido teste, ndo tendo sido verificadas quaisquer
alteracdes ou separacgdo de fases, o que pode indicar a estabilidade do produto relativamente a
este parametro, pelo que se pode concluir que podem ser transportados por transporte terrestre
sem ocorrer alteracbes nas mesmas (Farias, 2009).

4.3.4. Teste de centrifugacao
Neste teste, a centrifugacdo promove o stresse nas amostras, simulando o aumento da
forca de gravidade, aumentando a mobilidade das particulas e antecipando possiveis sinais de
instabilidade, como precipitacdo, separacdo de fases e formacéo de sedimento (Vieira, 2017).
As amostras consideradas, por este ensaio, inicialmente estaveis, foram entdo submetidas a
centrifugacéo e verificando-se que continuavam iguais e ndo havendo alteragdes nas amostras

logo nem ocorréncia de instabilidade, que é indicativo da ndo necessidade de reformular o gel.

4.3.5. Teste da textura
A textura das varias amostras de gel foi avaliada em texturémetro, com realizagdo de
testes de extrusdo inversa (back extrusion), com registro dos parametros firmeza, consisténcia,
indice de viscosidade, e coesividade. O grafico 4, mostra os resultados fornecidos pelo
software texturoOmetro para as amostras, possibilitando a identificacdo dos parametros

registados pelo equipamento.
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Grafico 4: Os valores dos parametros firmeza, consisténcia, indice de viscosidade, e coesividade, medidos pelo
equipamento texturémetro. (média + DP)

A andlise do perfil da textura é importante sobre o comportamento do gel para o

desenvolvimento da formulacdo e para a percepcdo sensorial serem optimizadas. Fizemos
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uma comparacdo com o gel de metilcelulose com o gel de extractos hidroalcodlicos com
varias percentagens de Lupulo, uma vez que que a adicdo desses extractos pode levar
alteracdo dos parametros, comprometendo a qualidade da formulacéo.

No gréafico 4, permite observar que a firmeza foi considerada muito superior para P.F.
1,25% 401,199, em relacdo as demais amostras avaliadas e em comparagdo com o gel de
metilcelulose que é de 139,4g. Isso significa que foi mais dificil para a sonda comprimir essa
amostra, 0 que pode sugerir que apresenta uma dureza maior que as demais amostras.

No mesmo gréafico 4, permite observar que, assim como a firmeza, a consisténcia das
amostras foi considerada mais expressiva para P.F. 1,25% com 542,32g.sec e P.F. 5%
575,15g.sec, em relacdo as demais amostras avaliadas e em comparacdo com o gel de
metilcelulose que é de 360,06¢.sec.

No mesmo processo de extrusdo inversa permite observar a coesividade, que de
acordo com o grafico 4, a coesividade da amostra foi considerada a mais expressiva para P.F.
1,25% com -280,049, P.F. 2,5% com -79,48g esta entre a media das restastes amostras
avaliadas e em comparacdo com o gel de metilcelulose que é de -103,39g. O oposto acontece
para e E.V. 1,25% com -62,86g que, por serem fluidas, facilitam o movimento de extruséo da
sonda.

Por fim, a viscosidade foi observado como sendo superior para P.F. 5% com -
406,57g.sec em relacdo as demais amostras avaliadas e em comparacdo com o gel de
metilcelulose que € de -247,29¢g.sec. A mais inferior foi a P.F. 2,5% com -118,6g.sec, 0 que
revela que a sua viscosidade € menor.

Estas informacdes do texturdmetro sdo importantes para os atributos sensoriais
relativos a etapa pré-aplicacdo e ficarmos a saber mais sobre a formulacdo cosmeética. Estes
atributos, a consisténcia, a firmeza, a pegajosidade, a fluidez e a espalhabilidade s&o
percebidos antes da aplicacdo do produto sobre a pele, por exemplo quando a pessoa retira um

pouco do produto cosmético da sua embalagem com os dedos.
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4.3.6. Teste da luz

A exposi¢do do produto a radiacdo luminosa pode alterar a cor, odor, separacéo de
fases e levando a degradacdo dos componentes da formulacdo aumentando a velocidade de
decomposic¢éo do produto, essas alteracdes dependem da facilidade com que a luz se propaga
na amostra. Por isso, avaliacdo de estabilidade é importante no teste & exposic¢ao de luz no
qual ocorreu separacdo de fases, isto €, indicativo de instabilidade no produto cosmético
devido a ocorréncia de desidratacdo, embora nao exista alteracdo da coloracdo. Isto quer dizer
que o produto ndo pode estar exposto a luz, para minimizar esse efeito, tem de estar
devidamente numa embalagem ndo transparente para proteger da luz (Almeida M. M., 2012;
Silva, Bortolotto, Deuschle, Claudino, & Deuschle, 2019).

Figura 10: O gel com extracto da variedade Cascade flor a 1,25%, com a observacéo de separacao de fases.

4.3.7. Teste da cor

O espaco de cores L * a * b = (também conhecido como CIELAB) ¢é actualmente um
dos espacos de cores mais populares para medir a cor do objecto e é amplamente utilizado em
praticamente todos os campos como alimentares, téxteis, cosméticos, entre outros. E um dos
espacos de cores uniformes definidos pela CIE em 1976, a fim de reduzir um dos principais
problemas do espaco de cores Yxy original no qual as distancias iguais no diagrama de
cromaticidade X, y ndo corresponderam a diferencas de cores percebidas iguais (Minolta,
1994).

A determinagdo de cor é um importante parametro para indicar a qualidade de um
produto, com estes valores conseguimos avaliar as amostras e conseguir identificar a
diferenca de cor, pois entdo neste espaco de cores o L* € a luminosidade (claro a escuro), a* e
b* s@o coordenadas rectangulares de cromaticidade (Croma) em que +a* direc¢do vermelha e
—a* direccdo verde, +b* direc¢do amarela e —b*direcgédo azul, o centro € acromético. O c* é 0
croma, em que o zero € o centro e aumenta de acordo com a distancia do centro o que indica a

saturacdo, o h é o angulo de cor (HUE) da matriz no qual os valores do angulo 0° vermelho,
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90° amarelo, 180° verde e 270° azul (Souza, et al.,2020). e quanto maior for o valor do angulo

HUE da amostra mais amarela ela sera.

(Yeallow)
+b*

T
jammn;

Chroma and lightness

Figura 11: Representacdo do sélido de cor no espago para L*, a* e b*, em termos Munsell Hue (Minolta, 1994).

Sendo assim, como se pode ver na figura 11, juntamente com o gréafico 5, verificamos
que a luminosidade é alta, por isso esté clara, esta mais préxima a cor branca, 0 ¢* como tem
valores pequenos entre 1,34 a 2,85 estd mais perto do centro, tem pouca saturacdo, como a*
tem valores baixos entre 0,09 a 0,39 e o b* tem valores baixos entre 1,25 a 2,85 logo ndo ha
grande cor nas amostras e o angulo (HUE) com valores entre 74° a 87° da amostra €
ligeiramente amarela. Em comparagcdo com o gel sem nenhum extracto com os géis com as
variedades dos extractos hidroalcodlicos, em relacdo ao primeiro dia, que se observa no
grafico 5, e apo6s 15 dias, estdo todos entre 0os mesmos valores, logo o gel com adicdo de
extractos ndo altera muito a cor. Apesar da adi¢do dos extractos que tém ainda pigmentos, e,
portanto, cor, ndo alteram substancialmente a absorvéncia das formulagdes (Souza, et
al.,2020).
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Valores da cor no primeiro dia
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Gréfico 5: Representacdo grafica dos valores de medi¢do da cor para L*, a*, b*, c* e h. (média + DP)
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4.4. Teste microbioldgicos

4.4.1. Actividade antibacteriana

Procedeu-se a avaliacdo da actividade antimicrobiana para verificar que tanto os
extractos hidroalcodlicos de Lupulo, como o Oleo essencial de tomilho tém, ou ndo,
propriedades antibacterianas para a conservagdo e preservacdo do produto cosmético e
comprovar a sua seguranca. Pela analise dos resultados conclui-se que por se tratar de extractos
hidroalcodlicos, o solvente, etanol, inibiu o crescimento bacteriano, uma vez que ndo se
registrou nenhum crescimento bacteriano para além do crescimento nos controlos positivos
com o solvente dgua. Tendo-se verificado que no Lupulo ndo houve actividade antimicrobiana
nas diluicdes sucessivas (1:2) do extracto até a quarta diluicdo, levando a concluir que os
valores dos respectivos MIC e MBC, sdo superiores aos valores das concentracfes testadas. No
6leo apresentou uma capacidade inibitdria e bactericida para Staphylococcus aureos de MIC e
MBC mais de 0,031mg / ml, respectivamente, Escherichia coli de MIC e MBC de 0,31 mg /
ml, respectivamente e Pseudomonas.aeruginosa de MIC e MBC de 1,25 mg / ml,

respectivamente, visto na tabela 4.

Tabela 4: A capacida bactericida para o tomilho.

T. zygis (mg/ml)

MIC MBC
Bactérias
Escherichia coli 0,31 0,31
Staphylococcus aureus 0,031 0,031
Pseudomonas aeruginosa 1,25 1,25

Como néo foi observada qualquer actividade antimicrobiana nos extractos do Lupulo,
nas concentracdes testadas, contra as estirpes de bactérias utilizadas, no qual varios estudos
feitos ao Lupulo defendem que possui propriedades antibacterianas e antifingicas (Bartmanska,
et al., 2018), com o 6leo essencial de tomilho foi eficaz. Segundo estes autores o T.zygis
mostrou uma elevada inibicdo e bactericida devido ao componente fenolico o timol e linalol

para as mesmas bactérias estudadas neste ensaio (Rota, et al., 2008).
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4.4.2. Actividade antifiingica
Neste estudo o Lupulo e o dleo apresentam actividade antiflngica contra a levedura
Candida albicans, tendo um halo de inibicao trés vezes maior que o controlo, como podemos

observar nas tabelas 5 e 6 onde estdo registados os tamanhos dos halos de inibicao.

Tabela 5: Representagdo da actividade antifungica do tomilho e controlo e os halos de inibi¢cdo em
centimetros.

Diluicdes de serie (1:2)

1/2 1/4 1/8 1/16
Oleo essencial de tomilho
Halos 0,95cm  0,6cm 0,2cm Né&o teve
Fluconazol (Controlo) 100pg
Halo 0,3cm

Tabela 6: Representagdo da actividade antifingica do Lupulo e os halos de inibigdo em centimetros.

Diluicdes de serie (1:2)

1/2 1/4 1/8 1/16
Cascade
Flor 0,5cm 0,5cm 0,4cm 0,3cm
Vegetal 0,5cm 0,5cm 0,5cm 0,5cm
Polaris
Vegetal 0,75cm 0,74cm 0,70cm 0,70cm
Flor 0,70cm 0,70cm 0,65cm 0,65cm
Espontaneo
Vegetal 0,5cm 0,5cm 0,4cm 0,3cm
Flor 0,5cm 0,5cm 0,3cm 0,3cm

De acordo com os estudos sobre o 6leo essencial de Thymus zygis L., estda comprovado
que apresenta actividade antifungica contra a Candida albicans, devido aos compostos
carvacrol, timol e p-cimeno, presentes no tomilho (Frazéo, 2017). Para o Lupulo, também se
comprova actividade antifingica contra a Candida albicans, devido aos (alfa e beta acidos)

acidos amargos que contem (Olsovska, et al., 2016).

4.5. Aceitacdo em painel de voluntéarios do produto cosmético
Relativamente a caracterizacdo sociodemogréafica (tabela 20 que se encontra em anexo)

participaram neste estudo um total de 20 individuos, dos quais, 16 (80%) pertencem ao sexo
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feminino e 4 (20%) pertencem ao sexo masculino. A idade dos inquiridos encontra-se entre 0s
18 e 0s 59 anos, sendo que, 45% tém idades compreendidas entre 0s 18 e 0s 29 anos. No que
diz respeito ao estado civil dos inquiridos, 90% sdo solteiros, 5% estdo casados ou em unido de
facto, 0% estdo divorciados e 5% sd@o viuvos. Relativamente as habilitacdes literarias, 5% dos
inquiridos possuem habilitagdes 9° ano, 5% concluiu o ensino secundario, 10% tém o
Bacharelato ou curso tecnolégico pos-secundario e a grande maioria 80% possui graus
académicos superiores. Relativamente ao rendimento econdmico, foi possivel observar que
10% dos individuos tem menos de 500 €, 45% recebem um rendimento entre S00€ a 1000€ ¢
45% recebem entre 1000€ a 3000€. Quanto ao local de residéncia, dos 20 questionados, 14
(70%) residem em Portugal numa zona urbana e 6 (30%) em Portugal numa zona rural. A
situacdo profissional a maioria é estudante com 55%, ndo é activo profissionalmente 5%,
trabalhador por conta de outrem a 35% e trabalhador por conta prépria 5%, a maioria da
profissdo 55% é estudante. A maioria dos agregados familiares até 3 pessoas (55%).
Relativamente ao peso 35% esta entre 50kg a 60kg, 50% com 60kg a 70kg e 15% com mais de
70kg. As alturas com 60% estdo entre 150cm a 160cm, 30% entre 160cm a 170cm e com mais
de 170cm temos 10%. Sobre os problemas/doencas de pele do inquirido, 5% tem rosacea, 20%
acne, 5% dermatite atopica e a maioria ndo tem qualquer problema de pele 70%. Avaliamos, na
perspectiva do inquirido, a frequéncia com que realiza os seguintes comportamentos de salde,

como podemos observar na tabela 7.

Tabela 7: Frequéncia com que realiza os seguintes comportamentos de satde.

%(n)

Nunca ou As vezes Frequentemente Sempre

raramente
Estar ao sol durante longos periodos de 60%(12) 30%(6) 10%(2) 0
tempo
Dormir 7 a 8 horas por noite 5%(1) 30%(6) 60%(12) 5%(1)
Fazer uma alimentacéo rica em peixe 15%(3) 25%(5) 60%(12) 0
Fazer yma_allmentagao ricaem frutas, 10%(2) 2506(5) 60%(12) 59(1)
vegetais e fibras (legumes, cereais)
Comer alimentos pré cozinhados 30%(6) 40%(8) 30%(6) 0
Consumir refrigerantes 30%(6) 40%(8) 30%(6) 0
Tomar pequeno-almoco 5%(1) 5%(1) 5%(1) 85%(17)
Fazer exercicio fisico 15%(3) 30%(6) 55%(11) 0
Beber alcool 30%(6) 60%(12) 5%(1) 5%(1)
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Fumar 30%(6) 559%(11) 10%(2) 5%(1)
Usar protector solar 55%(11) 30%(6) 15%(3) 0
Beber 1,51-21 4gua por dia 5%(1) 15%(3) 50%(10) 30%(6)

Nesta segunda seccdo no qual pretendemos avaliar os cuidados de pele, fez-se as
seguintes questdes: “Se apenas pudesse escolher um dos seguintes cuidados para a sua pele,
qual seria?”, os inquiridos mencionaram mais vezes que preferiam usar um creme hidratante (
80%), relativamente a questdao “Vocé colocou maquilhagem para ir a uma festa e, horas depois,
chegou a casa de madrugada morta de cansago, o que faz?”, mencionaram mais vezes que
mesmo cansada, recorro a dupla agua micelar e algoddo ou desmaquilhante para retirar toda a
maquilhagem (65%), a préxima questdo foi “Com que frequéncia vocé passa o protector solar?
”, responderam com a maioria que s usam apenas quando vao a praia (80%) e a questdo “Vocé
acorda com uma borbulha gigante no rosto, o que faz?”, a maioria dos inquiridos respondeu
que aplica um gel/creme secante para tratar a inflamacdo e garantir um alivio instantaneo
(60%). Os seguintes produtos para cuidados de rosto (excepto maquilhagem) 75% usam
frequentemente, a maquilhagem 65% usa diariamente e o protector solar 80% usam nunca ou
raramente. Na tabela 8 observa-se 0s produtos cosméticos de rejuvenescimento de rosto que o
inquirido utilizou (e/ou esta a utilizar) e com que periodicidade (tendo em consideracdo 0s
altimos 12 meses), conforme esta apresentado em baixo.

Tabela 8: Os produtos cosméticos de rejuvenescimento de rosto que os inquiridos utilizaram (e/ou esta
a utilizar) e com que periodicidade (tendo em consideragdo os Gltimos 12 meses).

| %(n)
_— lou2vezes | lou2vezes | 3em3 6em6
Nunca | Diariamente - Anualmente
por semana por més meses meses

Refirmante de rosto 0 20%(4) 5%(1) 5%(1) 15%(3) | 55%(11) 0
Protetor solar 0 30%(6) 5%(1) 5%(1) 5%(1) | 55%(11) 0
Produtos anti-rugas o o o o o o 0
contorno dos olhos 5%(1) 15%(3) 10%(2) 5%(1) 10%(2) | 40%(8) 15%(3)
fgs"t‘g”tos anti-rugas 5%(1) | 25%(5) 15%(3) 10%(2) | 20%(@4) | 25%(5) 0
Produto o o o o
despigmentante 70%(14) 0 0 0 20%(4) 5%(1) 5%(1)
Esfoliante 0 75%(15) 10%(2) 5%(1) 59%(1) 5%(1) 0
fgsot?)”to hidratante de 0 80%(16) 15%(3) 5%(1) 0 0 0
Agua micelar 10%(2) 70%(14) 20%(4) 0 0 0 0
Hidratante de labios 0 70%(14) 10%(2) 0 5%(1) 15%(3) 0
Méscara anti-idade 20%(4) 0 5%(1) 5 109%(2) | 30%(6) 10%(2)
Limpeza de pele 0 70%(14) 15%(3) 5%(1) 5%(1) 5%(1) 0
Ampola anti-idade com o 0 0 0 0
4cido hialurénico 5%(1) 0 0 5%(1) 60%(12) | 20%(4) 10%(2)

64



Na terceira secgdo, ao avaliar os resultados obtidos da autoavaliacdo da pele dos

inquiridos (tabela 9), pode-se afirmar que maior parte tem a pele oleosa (35%), na zona T

(85%). No grau de hidratacdo a maior parte dos inquiridos incomodam-se onde a pele repuxa

(40%). A sensibilidade da pele dos inquiridos fica mais sensivel apds a limpeza (40%) e o seu

grau de sensibilidade é quando sente ardor com frequéncia (com &gua mais quente, ao secar

mais vigorosamente, etc...) (35%). Pedimos aos inquiridos para descrever as suas rugas € a

maioria respondeu que tem algumas ridulas (45%). A elasticidade da pele, a maior parte

respondeu que tem alguns sinais de perda de elasticidade (50%), pedimos entdo para beliscar a

pele na face, a ver quanto tempo demora a voltar ao normal e a maioria respondeu menos de

um segundo (40%). Questionamos ao inquirido para descrever a sua pele quanto a

luminosidade e presenca de manchas, responderam a maioria que tem uma pele baca com

manchas (35%).

Tabela 9: Autoavaliacdo da pele dos inquiridos

Autoavaliagio da pele %(n)
Oleosa 35%(7)
Grau de Mista 30%(6)
oleosidade - Qual | Normal 15%(3)
0 seu tipo de pele | Seca 15%(3)
Muito seca 5%(1)
| NazonaT (Mista) 85%(17)
Onde a sua pele € ["Em todo o rosto (Oleosa) 10%(2)
oleosa N&o tenho oleosidade (Seca) 5%(1)
. Na zona T (Mista) 85%(17)
Obnde Ve poros Na zona T e nas bochechas (Oleosa) 10%(2)
abertos N&o tenho poros abertos (Seca) 5%(1)
Pele repuxa 40%(8)
Descamacéo (laterais do nariz, testa e ao redor dos labios) 5%(1)
A absorg¢do dos produtos é muito rapida 5%(1)
Grau de .
hidratacdo Comichéo 5%(1)
Falta de brilho (opaca) 20%(4)
Aspereza 15%(3)
Pele muito fina 10%(2)
Nunca 20%(4)
Raramente 30%(6)
Sensibilidade Ap0s limpeza 40%(8)
Frequentemente 5%(1)
Sempre 5%(1)
A sua pele fica vermelha com facilidade 30%(6)
Costuma ter rejei¢do ao uso de dermo-cosméticos (&cidos clareadores, rejuvenescedores) 0
Gral_J (_j? Sente "calor interno” quando fica vermelha 20%(4)
sensibilidade Sente ardor com frequéncia (com agua mais quente, ao secar mais vigorosamente) 35%(7)
N&o tenho pele sensivel 15%(3)
Rugas inexistentes 20%(4)
Descreva as suas Tenho algumas_ rjdu_las 459%(9)
rugas Rugas pouco visiveis 15%(3)
Rugas visiveis 15%(3)
Rugas muito visiveis 5%(1)
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. Com tonicidade e firme 30%(6)
Elastlclldade da  [Alguns sinais de perda de elasticidade 50%(10)
sua pele Pele sem densidade, oval do rosto descaido 20%(4)
Se beliscar asua | Imediato 15%(3)
pele na face, < de 1 segundo 40%(8)
quanto tempo Entre 1 a 2 segundos 30%(6)
demora a voltar Mais de 2 segundos 15%(3)
ao normal N&o consegue contabilizar o tempo 0

Uniforme e luminosa 20%(4)
Luminosidade e Falta de luminosidade sem manchas 30%(6)
presenca de Bagca e pouco homogénea 15%(3)
manchas Baga com manchas 35%(7)

Manchas instaladas e intensas 0

A quarta secgdo, obteve-se os dados sobre a determinagdo a nivel de conhecimento de
produtos cosméticos naturais, tentou-se saber de que forma os inquiridos tomaram
conhecimento sobre os produtos cosméticos naturais e 100% afirmaram que ja tinham
conhecimento (tabela 11), questionamos de que forma levariam a escolher produtos cosméticos
naturais em detrimento dos convencionais e 0s inquiridos escolheram variavelmente, as
preocupacOes ambientais (30%), preocupacdo com a realizacdo de testes em animais (30%),
preocupacdo com ingrediente nocivos a salde (25%) e porque € sugerido por
bloggers/youtubers, etc. (15%). Apos a analise da tabela 10 que se encontra abaixo, em que
pretende identificar o nivel de concordancia com as seguintes afirmacdes relativamente aos
cosméticos naturais, verificou-se que apesar dos individuos considerar bem informados em
relacdo a este tema, uma escolha de concordancia total de 100% em relacdo aos cosméticos
naturais de ndo ter ingredientes nocivos para os utilizadores. Por fim, pedimos se estariam
dispostos a experimentar um gel facial de anti-idade de produtos naturais, durante 10 dias e

obtemos uma resposta de 20 individuos.

Tabela 10: Identificar o nivel de concordancia com as seguintes afirmacfes relativamente aos
cosméticos naturais.

%(n)
. . N&o
Discordo Discordo em Concordo em | Concordo
concordo
totalmente parte nem discordo parte totalmente
Tém uma elevada percentagem
de ingredientes naturais 0 0 15%(3) 50%(10) 35%(7)
Tém apenas ingredientes naturais 0 10%(2) 0 55%(11) 35%(7)
Nao tém ingrediente
geneticamente modificados 0 0 10%(2) 10%(2) 80%(16)
N&o tém ingredientes quimicos 0 59%(1) 15%(3) 40%(8) 40%(8)
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Nao causam impacto negativo no
ambiente 0 0 0 10%(2) 90%(18)
S&o desenvolvidos sem recurso a
testes em animais (cruelty-free) 0 0 0 10%(2) 90%(18)
Nao tém ingredientes nocivos
para os utilizadores 0 0 0 0 100%(20)
Né&o tém corantes nem
conservantes 0 10%(2) 20%(4) 45%(9) 25%(5)
Tabela 11: Determinagdo a nivel de conhecimento de produtos cosméticos naturais.
%(n)
i 0,
Ja ouviu falar de cosméticos naturais S|~m 100%(20)
Né&o 0
Restri¢cdes por motivos de saude 0
Preocupacdo com ingrediente nocivos a saide 25%(5)
Quiais as principais razdes que o levam ou levariam | Preocupag@es ambientais 30%(6)
a escolher ~produtos —cosméticos naturais em preocupacio com a realizacdo de testes em animais | _30%(6)
detrimento dos convencionais Porque as pessoas proximas (familiares, amigos) 0
também consomem
Porque é sugerido por bloggers/youtubers, etc. 15%(3)
Sou indiferente quanto a origem do produto 0
i 0,
Estaria disposta a experimentar um gel facial ""anti- Sim 100%(20)
ageing"* de produtos naturais, durante 10 dias N&o 0

Com a disponibilidade dos 20 individuos, propusemos que 10 dos individuos

experimentasse o gel de metilcelulose e a outra parte o gel de anti-idade com os extractos de

cones de Lupulo da variedade Polaris, com isto a parte dois do questionario, 0s participantes

tiveram de avaliar a sua satisfacdo pos-uso dos géis. As questdes foram durante quantos dias

procederam a aplicacdo do gel em estudo e obteve-se na totalidade 100% das respostas os 10

dias de uso, a outra foi para indicar o grau de satisfacdo com a performance do gel de produtos

naturais que experimentou referente aos seguintes aspectos indicados na tabela 12 para o gel e a

tabela 13 para o gel com extracto.
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Tabela 12: O grau de satisfacdo com a performance do gel de metilcelulose de produtos naturais que
experimentou referente aos seguintes aspectos indicados.

%(n)

Gel de metilcelulose | Totalmente insatisfeito | Insatisfeito | Indiferente | Satisfeito ;I;cﬁ;!gteonte
Hidratacéo da pele 0 0 40%(4) 60%(6) 0
Firmeza da pele 0 0 50%(5) 50%(5) 0
Elasticidade da pele 0 0 70%(7) 30%(3) 0
Reducéo de rugas 0 0 100%(10) 0 0

Reducéao de manchas 0 0 0 80%(8) 20%(2)

Suavidade da pele 0 0 0 80%(8) 20%(2)

Luminosidade da pele 0 0 0 80%(8) 20%(2)

Aspecto geral da pele 0 0 10%(1) 60%(6) 30%(3)

Espalhabilidade 0 0 0 10%(1) 90%(9)

Facilidade de aplicacdo 0 0 0 10%(1) 90%(9)

Fragancia 0 0 30%(3) 50%(5) 20%(2)
Consisténcia do gel 0 0 0 10%(1) 90%(9)

Tabela 13: O grau de satisfacdo com a performance do gel com extracto hidroalcodlico de cultivar
Polaris de produtos naturais que experimentou referente aos seguintes aspectos indicados.

%(n)

Gel com extracto Totalmente insatisfeito | Insatisfeito | Indiferente | Satisfeito | Totalmente satisfeito
Hidratacé&o da pele 0 0 0 60%(6) 40%(4)
Firmeza da pele 0 0 0 60%(6) 40%(4)
Elasticidade da pele 0 0 0 60%(6) 40%(4)
Redugao de rugas 0 0 0 70%(7) 30%(3)

Reducéo de manchas 0 0 0 100%(10) 0

Suavidade da pele 0 0 0 40%(4) 60%(6)

Luminosidade da pele 0 0 0 60%(6) 40%(4)

Aspecto geral da pele 0 0 0 50%(5) 50%(5)

Espalhabilidade 0 0 0 10%(1) 90%(9)

Facilidade de aplicacdo 0 0 0 10%(1) 90%(9)

68



Fragancia

60%(6)

0 40%(4)

0

Consisténcia do gel

0

0 40%(4)

60%(6)

Para o produto do gel de metilcelulose questionamos acerca da recomendacdo da

compra deste produto a um amigo obtivemos 70% que responderam afirmativamente dos quais

0 motivo maior foi que era um bom produto cosmético. Também perguntamos se estaria

disposto a comprar este produto e obtivemos 70% que responderam afirmativamente e o prego

pelo qual estaria disposto a pagar que rondou 4,50€ para 50ml, e o motivo maior foi que era

refrescante/fresco, como se pode ver na tabela 14.

Gel %(n)
Sim 70%(7)
Recomendaria a compra deste produto a um Nio 0
amigo
Talvez 30%(3)
Bom 50%(5)
Consisténciaboa | 10%(1)
Motivos
Produto natural 10%(1)
Né&o responderam | 30%(3)
Sim 70%(7)
Estaria disposto a comprar este produto Né&o 0
Talvez 30%(3)
Produto natural 10%(1)
Fresco/refrescante | 30%(3)
Usaria no dia-a-dia | 10%(1)
Motivos
Bom produto 10%(1)
Seca répido 10%(1)
Né&o responderam | 30%(3)

Tabela 14: Para o gel de metilcelulose acerca da recomendacéo da compra deste produto e 0s motivos.
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Para o gel com extracto dos cones da variedade Polaris questionamos acerca da
recomendacdo da compra deste produto a um amigo obtivemos 70% que responderam
afirmativamente dos quais 0 motivo maior foi que era um bom produto cosmético e natural.
Também perguntamos se estaria disposto a comprar este produto e obtivemos 70% que
responderam afirmativamente e o prego pelo qual estaria disposto a pagar que rondou 12€ para
50ml, e o motivo maior foi que era um produto natural e a base de plantas, como se pode ver na
tabela 15.

Tabela 15: Para o gel de Lapulo acerca da recomendacao da compra deste produto e os motivos.

Gel Lupulo %(n)
Sim 70%(7)
Ret?omendaria a compra deste produto a um NE 0
amigo
Talvez 30%(3)
Bom 30%(3)
Natural 30%(3)
Motivos Base de plantas 10%(1)
Odor 10%(1)
N&o responderam | 20%(2)
Sim 70%(7)
Estaria disposto a comprar este produto Né&o 0
Talvez 30%(3)
Natural 20%(2)
Base de plantas 20%(2)
Motivos Odor 10%(1)
Anti-idade 20%(2)
N&o responderam | 30%(3)
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No final perguntamos se tinham alguma sugestdo/comentario que possa contribuir para
a sua melhoria e referente ao gel de metilcelulose ndo houve comentérios mas no gel com
extracto de Lupulo referiram a melhoraria do odor. Na generalidade, o género feminino (80%)
€ mais aderente que o masculino (20%) aos produtos cosméticos de anti-idade. Relativamente a
idade, verificou-se que as pessoas jovens entre 18 anos a 40 anos utilizam mais. Sobre as
habilitacGes literarias, verificou-se que os inquiridos que possuem graus académicos superiores
sdo os mais aderentes (80%). No que diz respeito a residéncia o inquirido nas zona urbana
(70%) tem mais adeséo de usar estes tipos de produtos de que o de zonas rurais (30%).
Analisando os resultados que obtivemos sobre a percep¢do dos inquiridos em relagdo aos geéis
de metilcelulose e aos géis de anti-idade com os extractos de cones de Lupulo da variedade
Polaris, a sua satisfacdo pds-uso na recolha de todas as informagdes no presente estudo a
opinido geralmente é positiva e afirmaram ndo sentir quaisquer efeitos adversos. No entanto,
foi notadvel uma atitude mais negativa, por parte dos individuos, em relagcdo ao odor resultante
da juncdo do 6leo essencial de tomilho no gel de anti-idade com os extractos de cones de

Lapulo da variedade Polaris.
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Capitulo 4: Conclusodes
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5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS
5.1. Concluséao

Como se sabe, a planta Humulus lupulus L. é conhecida e usada h& muitos anos pela
humanidade, no fabrico de cerveja, aromatizando-a. Com o passar dos anos, foi utilizada na
medicina tradicional, devido as suas propriedades ricas em: antimicrobianas, antioxidantes,
anti-inflamatorias e anticancerigenas. Hoje em dia, também € utilizada na cosmética para
tratamento e prevencéo de rugas, devido ao seu extracto rico em xanthohumol (Philips, et al.,
2010)

Sendo Braganca uma regido rica em Lupulo, permitiu-nos facil aquisicdo de matéria-
prima. O desenvolver um produto cosmético natural a base de plantas de Lupulo, poderia ainda,
ser um meio de-reutilizacdo de subprodutos da cultura do Lupulo, uma vez que, as partes
vegetativas ndo sdo usadas na industria cervejeira. A prepara¢do numa formulacdo em gel anti-
idade incorporando diferentes percentagens de extractos hidroalcodlicos obtidos de cones e
partes vegetativas de Humulus lupulus L. (LUpulo) espontaneo e das variedades Cascade e
Polaris, utilizando como conservante natural o 6leo essencial de tomilho, poderia ser uma mais
valia comercial para a regido.

O presente trabalho permitiu determinar os compostos fendlicos presentes nos extractos
hidroalcodlicos obtidos de cones e partes vegetativas de LUpulo espontaneo e das variedades
Cascade e Polaris, no qual os compostos fenolicos nos extractos hidroalcoolico, embora
presentes nas partes vegetativas, sdo mais ricos nas flores do que nas partes vegetativas, a
maior quantidade esta na variedade Polaris nas flores com 22.7+2.4.

Na identificacdo dos compostos fendlicos do Lupulo, o pico 37 ([M-H]- a m/z 353) foi
identificado como xanthohumol (UVmax em torno de 281,346 nm e fragmentos MS2 em m/z
247, 233(como o mais abundante), 199), verificou-se que este composto sé se encontra nas
flores do Lapulo.

Nos testes de temperatura e humidade, temperaturas extremas, vibracdo mecéanica e
centrifugagdo foram comparadas com as amostras no seu estado natural/inicial e no final, néo
houve alteracdes, ou separacdo de fases ou de coloracédo, 0 que pode indicar a estabilidade do
produto. No teste da cor, averiguamos que o gel com adicdo de extractos ndo sofre alteragéo

dos parametros referidos.

O teste espectrofotométrico, verificamos o comportamento do gel, determinado se ele é

diferente ao adicionar os extractos de Lupulo em diferentes concentracGes, verificando a
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ocorréncia de mudangas na intensidade das bandas, em que o pico méximo do gel de variedade
Polaris nos cones a 5% com uma absorvancia de 0,482, a seqguir esta a variedade Polaris dos
cones a 2,5% com uma absorvancia de 0,252, no entanto o gel de metilcelulose foi o mais
neutro em absorvancia por manter-se proximo do zero.

Os resultados da medigéo do pH das formulagfes variam entre 7,5 a 6,5. A densidade
relativa obteve valores de 1 e 0,857. Ja a textura na realizagdo do teste pela extrusao inversa é
possivel observar os valores dos parametros medidos pelo equipamento, verificando que apenas
a formulacdo com os extractos de variedade Polaris se desvia um pouco mais dos valores
restantes, apresentando valores de consisténcia mais altos e menor viscosidade.

O teste da luz no qual ocorreu separacdo de fases, isto é, indicativo de instabilidade no
produto cosmético mas, ndo houve alteracdo da coloracdo que € indicativo de estabilidade do
produto, logo o produto cosmético deve ser embalado em embalagens opacas de vidro para a
protec¢do a exposicdo de luz.

Na analise antimicrobiana o extracto de tomilho, foi eficaz na concentragdo testada, e
nos extractos de IUpulo obteve-se actividade antifingica em todas as concentracdes, devido aos
Seus compostos.

Assim, foi possivel determinar qual o melhor extracto para a finalizacdo da formulagéo
cosmética, sendo a cultivar Polaris com extracto hidroalco6lico de cones de Lupulo a 2,5%,
com a incorporacdo do 6leo essencial de tomilho, é de realcar que ndo se notaram alteracdes
consideraveis quando incorporado e nao afectou de forma alguma os resultados obtidos, s6
reforgou a conservagao.

Na aceitacdo em painel de voluntarios do produto cosmético, foi avaliado por
questionarios em que obtemos a percepcéao dos inquiridos em relacdo aos geis de metilcelulose
e aos géis com o extracto hidroalcodlico a 2,5% de cones de Lupulo da variedade Polaris, uma
opinido geralmente positiva com as respostas de satisfacdo total em relacdo as rugas, firmeza,
elasticidade e hidratagdo no gel com extracto, enquanto no controlo as respostas foram de
indiferenca ou satisfatério, possivelmente devido ao composto xanthohumol, e afirmaram néo
sentir quaisquer efeitos adversos, no entanto o odor néo foi de total agrado na formulagdo com
adicdo do 6leo essencial de tomilho, isso quer dizer, que devemos melhorar esse aspecto
organoléptico.

No geral, a realizacdo deste trabalho permitiu confirmar que o0s géis sdo estaveis no
tempo e podem ser usados como parte principal da formulacdo cosmética em pesquisas futuras.
Quanto a sua bioactividade, Humulus lupulus L. apresentou uma estabilidade fisico-quimica

optimista e caracteristicas organolépticas adequadas, mantendo-se ao longo do tempo, a sua
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estabilidade microbioldgica que permite garantir essa estabilidade e seguranca neste tipo de

formulacéo.

5.2. Perspectivas futuras

Em futuros trabalhos seria interessente avaliar possiveis actividades citotoxicas, anti-
inflamatorias, antioxidantes e outras actividades de estabilidade e em linhagens celulares e
painéis de analise sensorial, a fim de analisar a possibilidade desta formulacéo, e outras com
diferentes extractos de Lupulo, poderem ter mais efeitos benéficos e eficazes na satde da pele.

Seria interessante também desenvolver um odor mais apelativo para o gel de anti-idade
com os extractos de cones de Lupulo da variedade Polaris, possivelmente, com adi¢do de
extractos de éleos essenciais de outras plantas aromaticas, com aromas mais apelativos,
presentes na flora da regido. Teriam de ser plantas com Gleos essenciais com bioactividade
compativel com o objectivo desta formulagdo. Desenvolver o fabrico de uma embalagem para
este produto cosmético, para a venda no mercado.

Desenvolver extractos de outros espontaneos e cultivares, considerando utilizar as
partes vegetativas (folhas), para obter extractos bioactivos. Deste modo, usariamos material
vegetal que é material ndo utilizado na indUstria cervejeira, e, portanto, um excedente da

cultura, que uma vez usado seria uma mais valias econémicas e ecoldgicas.
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AnNexos:

Tabela 16: Composicdo fitoquimica de extractos hidroalcodlicos de Humulus lupulus determinada por UHPLC-DAD-ESI-MS"

Cascade | Polaris | Esponténeo Ref.
MS? Fragmentos Principais
NP | RT UV max M-H- ESI-MS" (m/2) Composto Provavel F |PV| F |PV]| F PV
116 264 191 173, 111 Acido quinico + L+ |+ |+ ]+ +  |McMurrough, Roche, & Cleary, 1984
2 |36 315 315 269, 153, 109 Acido protocatecuico + Tang, 2019
4-O-glucosideo
3 |5.7| 290sh, 324 353 191, 179, 135 cis 3-0-CQA + + + + + Tang, 2019
4 171 309 355 337,209, 191, 181 Acido ferdlico 4-O-glucosideo + Tang, 2019
5176 228, 307 337 191, 173, 163, 119 Isémero 1 do &cido coumaroilquinico | + | + +
6 |77 227,310 337 191, 173, 163, 119 Isémero 2 &cido coumaroilquinico + |+ + + Tang, 2019
7 183 290sh, 325 353 191, (179, 135) trans 5-O-CQA + |+ + Sotto, 2018
8 |8.6| 290sh, 325 367 193 (173, 134) Acido 3-feruloilquinico + |+ + + Tang, 2019
9 |8.8| 2905sh, 326 353 173,179,191 4-0-CQA + | +
10 | 9.3 | 271,344,355 | 595 475, 385, 355, 341 Quercetina- 3-O-glucosil-xilosideo i + Tang, 2019
11|95 273 427 337 NI + |+ |+
12 | 9.6 274 447 401 NI n
13 |10.0 312 337 191, 163, 119 Acido coumaroil-quinico + |+
14 110.5] 275, 330 609 301 Isémero 1 de quercetina-O-rutinosideo + +
15 [10.8| 256, 266, 354 755 609, 591, 489, 301 Quercetina-3-rutinosideo-ramnosideo | + | + +
16 |11.1| 275, 337 609 301 Isémero 2 de quercetina-O-rutinosideo + +
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17

114

739

caempferol

265, 346 593, 575, 285, 284 3-0-(2-ramnosilgalactosideo) Tang, 2019
7-O-ramnosideo
18 |11.8| 256, 266, 354 609 301 Isbmero 2 de quercetina-O-rutinosideo Magalhaes,2010
19 |12.1] 256, 264, 352 593 429, (301) 285, 284 Isémero 1 caempferol-3-rutinosideo Magalhaes, 2010
20 |12.1| 256, 264, 352 463 301, (179) Quercetina-3-hexosideo Magalhaes, 2010
21 |12.6] 265, 345 593 285, 284 Isémero 2 caempferol-3-rutinosideo
22 |12.8| 256,265,360 | 549 | 505, (387, 355, 329, 285) Quemetigfui;?iés;_ malonil- Tang, 2019
Crisoeriol 7-O-(6”-
23 |13.0| 265, 347 679 635, 499, malonil-apiosil-glucosideo) Tang, 2019
24 113.1| 265, 347 447 327, 284, 285 caempferol-3-hexosideo Magalhaes,2010
25 |13.8| 265,346 533 489, 329, 285 Derivado _de caempferal-3- Magalhaes 2010
acetilhexosideo

26 [14.0 247 379 297 NI
27 |15.2| 246, 270 393 267 NI
28 |15.7 259 377 359, 308, 280, 221, 125 NI
29 |16.1| 248,262 409 251 NI
30 [16.3 260 393 ND NI
31 |16.5 267 251 224,207, 179, 125, 151, 107 NI
32 |18.9 260 351 333, 282, 263 NI
33 |19.7 261 363 345, 319, 267, 249, 209 NI
34 120.0| 256, 329 317 248, 180 Cohulupona Hsu, 2019
35 20.5| 261, 275 377 359, 281, 275, 263, 251, 223 NI
36 [21.2 274 375 ND NI
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(Loureiro, Jiménez, Sendén, Quiros,

37 |121.6] 281, 346 353 247,233,119 Xanthohumol
& Barbosa-Pereira, 2019)
38 [22.0 282 377 359, 208, 281, 263, 238 NI
Hofte, 1998
39 |22.6| 283,321 347 278 Cohumulona +
Magalhaes, 2010
Hofte, 1998
40 |22.8| 283,321 361 343, 292 Humulona +
Magalhaes, 2010
41 |23.2 283 375 306 Adprehumulona/Prehumulona Hsu, 2019
Hofte, 1998
42 |23.5| 275,331 399 330, 287, 275, 262, 219, 194 Colupulona
Magalhaes, 2010
43 (23.7 282 495 477, 358, 325, 301, 289 NI
44 |123.8| 275,330 413 369, 344, 301, 289, 276, 233 Lupulona + Magalhaes, 2010
45 (24.0 285 513 ND NI
46 (24.3 281 429 411, 360, 333, 291 NI +

F- Extracto de Cones; CQA - Acido cafeoilquinico PV- Extracto de Partes Vegetativas; NP- Nimero do pico; ND- N&o determinado; NI- N&o identificado; TR- Tempo de
retengdo; + - Composto presente.
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Tabela 17: Composicéo do meio de crescimento bacteriano

Composto Concentracao (g/L)
Extrato de carne 3
Peptona 5
Agar 15

Tabela 18: Composicdo do meio de crescimento de leveduras

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

Tabela 19: Valores do rendimento em percentagem dos extractos hidroalcodlicos liofilizados das varias
variedades de Lupulo.

Rendimentos da extrac¢do hidroalcodlicas liofilizadas

Massa inicial () Massa obtida ap6s liofilizagdo (mg) Rendimento (%)
Amostras
Cascade
Flor 5 0,5057 30,34
Vegetal 5 0,1546 9,28
Polaris
Flor 5 0,4299 25,79
Vegetal 5 0,1965 11,79
Esponténeo
Flor 5 0,2188 13,13
Vegetal 5 0,3508 21,05
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Questionarios usados como instrumento de recolha de dados:

Parte 1

Questionario relativo ao uso de produtos de cuidado facial

Caro Consumidor,

Este questionario pretende estudar o perfil e habitos de uso de produtos de cuidado facial. Faz parte do
plano de trabalho de dissertacdo de Mestrado de Farméacia e Quimica dos Produtos Naturais, da Escola
Superior Agraria de Braganca, sob a orientacdo da Profé. Maria Jodo Sousa.

Agradeco a atencdo dispensada no seu preenchimento. A informacdo recolhida tem objectivos
meramente cientificos e a confidencialidade assegurada. Em caso de davidas, é favor contactar atraves

do e-mail: joaos@ipb.pt.

*-Obrigatorio resposta

1. Informacdo Geral e Estilos de Vida
1.1. Idade*

1.2. Género *
Masculino
Feminino

1.3. Habilitagdes literarias *

<9%ano

9.2ano

Ensino Secundario

Bacharelato ou curso tecnolégico pds-secundario
Licenciatura ou superior

Outra:

1.4, Estado civil *

Solteiro

Casado ou em unido de facto
Separado/divorciado

Vilvo

1.5 Situagdo Profissional *
Desempregado

Estudante

Trabalhador por conta de outrem
Trabalhador por conta prépria
Reformado/Pensionista

Outra:

1.6. Profissdo
1.7. Contando consigo, quantas pessoas constituem o seu agregado familiar?

1.8. Local de residéncia

Zona urbana | Zona rural

Portugal

Outro pais
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1.9. Rendimento mensal liquido do agregado familiar

Menos de 500 €
500 a 1000 €

1000 a 3000 €
3000 a 5000 €
Mais de 5000 €
1.10. Peso (em kg)

1.11 Altura (em cm)

1.14. Apresenta algum dos seguintes problemas/doencas de pele? *

Psoriase

Rosacea

Acne

Dermatite atopica

Né&o tenho qualquer problema de pele
Outra:

1.15 Assinale a frequéncia com que realiza os seguintes comportamentos de salde: *

Nunca ou raramente

As vezes

Frequentemente

Sempre

tempo

Estar ao sol durante longos periodos de

Dormir 7 a 8 horas por noite

Fazer uma alimentacao rica em peixe

Fazer uma alimentacéo rica em frutas,
vegetais e fibras (legumes, cereais)

Comer alimentos pré-cozinhados

Consumir refrigerantes

Tomar pequeno-almoco

Fazer exercicio fisico

Beber alcool

Fumar

Usar protector solar

Beber 1,51-2I 4gua por dia

2. Cuidados com a pele

2.1. Se apenas pudesse escolher um dos seguintes cuidados para a sua pele, qual seria? *
Lava-la duas vezes ao dia com um sabonete especifico.

Usar um creme hidratante.
Fazer esfoliacéo.
Outra:
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2.2. Com que frequéncia usa 0s seguintes produtos *

Nunca/ Raramente | Frequentemente | Diariamente
Produtos para cuidados de rosto 0 0 0
(excepto maquilhagem) 20% 70% 10%
Maquilhagem 20% 15% 65%
Protector solar 80 20 0

2.3. Assinale os produtos cosméticos de rejuvenescimento de rosto que utilizou (e/ou esta a utilizar) e
com que periodicidade (tendo em consideracdo os Ultimos 12 meses)? *

Nunca | Diariamente

1/2 vezes | 1/2 vezes
por semana | por més

3em3 | 6em6
meses | meses

Anualmente

Refirmante de rosto

Protetor solar

Produtos anti-rugas
contorno dos olhos

Produtos anti-rugas
rosto

Produto
despigmentante

Esfoliante

Produto hidratante de
rosto

Agua micelar

Hidratante de labios

Mascara anti-idade

Limpeza de pele

Ampola anti-idade
com acido hialurénico

3. Autoavaliacdo da pele

3.1. Grau de oleosidade - Qual o seu tipo de pele? *

Oleosa (pele brilhante e poros visiveis)

Mista (pele brilhante em certas zonas, normal nas outras zonas)
Normal

Seca (sensacdo ocasional de pele a repuxar)

Muito seca (sensagdo de pele desconfortavel, spera)

3.2. Onde a sua pele é oleosa? *
Na zona T (Mista)

Em todo o rosto (Oleosa)

Né&o tenho oleosidade (Seca)

3.3. Onde V& poros abertos? *

Na zona T (Mista)

Na zona T e nas bochechas (Oleosa)
N&o tenho poros aberto (Seca)

89




3.4. Grau de hidratacao - Assinale o que mais te incomoda? *
Pele repuxa

Descamagdo (laterais do nariz, testa e ao redor dos labios)

A absorcdo dos produtos é muito rapida

Comichéo

Falta de brilho (opaca)

Aspereza

Pele muito fina

3.5. Sensibilidade - A sua pele € sensivel? *
Nunca

Raramente

Apos limpeza

Frequentemente

Sempre

3.6. Grau de sensibilidade - Assinale o que mais te incomoda? *

A sua pele fica vermelha com facilidade

Costuma ter rejeicdo ao uso de dermo-cosméticos (acidos clareadores, rejuvenescedores, etc.)
Sente "calor interno” quando fica vermelha

Sente ardor com frequéncia (com &gua mais quente, ao secar mais vigorosamente, etc.)

N&o tenho pele sensivel.

Outra:

3.7. Descreva as suas rugas *
Rugas inexistentes

Tenho algumas ridulas
Rugas pouco visiveis

Rugas visiveis

Rugas muito visiveis

3.8. Para medir a elasticidade da sua pele, esteja atenta a sua espessura e a oval do seu rosto. A sua pele
apresenta-se: *

Com tonicidade e firme

Alguns sinais de perda de elasticidade

Pele sem densidade, oval do rosto descaido

3.9. Se beliscar a sua pele na face, quanto tempo demora a voltar ao normal *
Imediato

< de 1 segundo;

Entre 1 a 2 segundos;

Mais de 2 segundos;

N&o consegue contabilizar o tempo.

3.10. Como descreve a sua pele quanto a luminosidade e presenca de manchas? *
Uniforme e luminosa

Falta de luminosidade sem manchas

Baca e pouco homogénea

Baga com manchas

Manchas instaladas e intensas

Outra:
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4. Produtos cosméticos naturais

4.1. Ja ouviu falar de cosméticos naturais? *
Sim

Nao

4.2. Assinale o seu nivel de concordancia com as seguintes afirmacdes relativamente aos cosméticos
naturais *

Discordo | Discordo | Nao concordo | Concordo | Concordo
totalmente | em parte | nem discordo | em parte | totalmente

Tém uma elevada percentagem de
ingredientes naturais
Tém apenas ingredientes naturais

N&o tém ingrediente geneticamente
modificados
N&o tém ingredientes quimicos

N&o causam impacto negativo no
ambiente

Sao desenvolvidos sem recurso a
testes em animais (cruelty-free)
N&o tém ingredientes nocivos para
0s utilizadores

N&o tém corantes nem
conservantes

4.3. Quais as principais raz8es que o levam ou levariam a escolher produtos cosméticos naturais em
detrimento dos convencionais? *

RestricBes por motivos de satde

Preocupagdo com ingredientes nocivos a salde

Preocupacdes ambientais

Preocupacao com a realizacdo de testes em animais

Porque as pessoas proximas (familiares, amigos) também consomem

Porque é sugerido por bloggers/youtubers, etc.

Sou indiferente quanto a origem do produto

Outra:

Obrigada pela sua colaboragdo no preenchimento do questionario!

Estamos procurando individuos dispostos a avaliar o desempenho de um gel de metilcelulose ou um gel
com Lupulo "anti-ageing" de produtos naturais.

6.1. Estaria disposta a experimentar um gel facial "anti-ageing" de produtos naturais, durante 10 dias?
Sim

Né&o

Talvez

6.2. Se sim, por favor, forneca um "nickname™ (nome de utilizador) que permita a sua identificagdo para
efeitos de avaliacdo da eficacia do produto. *
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Parte 2
Questionario de satisfacdo pds-uso

Obrigada pela tua disponibilidade em experimentar o produto gel facial "anti-ageing" de produtos

naturais.

Peco-te agora que respondas a algumas questBes que por forma a avaliar a eficadcia do mesmo na

perspectiva do utilizador.

Recordo que a informagdo recolhida tem objectivos meramente cientificos e a confidencialidade

assegurada. Em caso de duvidas, € favor contactar através do e-mail: joaos@ipb.pt.
1. Indique, por favor, o Nickname fornecido no questionario pré-uso.
2. Durante quantos dias procedeu a aplicacdo do gel "anti-ageing" em estudo?

3. Indique o seu grau de satisfagdo com a performance do gel "anti-ageing" de produtos naturais

(ue experimentou, quanto aos seguintes aspectos: *

Totalmente insatisfeito | Insatisfeito | Indiferente | Satisfeito

Totalmente
satisfeito

Hidratacdo da pele

Firmeza da pele

Elasticidade da pele

Reducéo de rugas

Reducédo de manchas

Suavidade da pele

Luminosidade da pele

Aspecto geral da pele

Espalhabilidade

Facilidade de aplicagdo

Fragancia

Consisténcia do gel

4. Recomendaria a compra deste produto a um amigo? *
Sim
Né&o
Talvez
Explique os motivos para tal:

5. Estaria disposto a comprar este produto? *

Sim

Né&o

Talvez

Explique os motivos para tal

6. Se sim, quanto estaria disposto a pagar por uma embalagem de 50ml de produto?
Muito obrigada pela tua participagédo neste estudo!

7. Tem alguma sugestao/comentario que possa contribuir para a sua melhoria?
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Tabela 20: Caracteristicas sociodemogréaficas

Caracteristicas sociodemograficas %(n)
Sexo Feminino 80%(16)
Masculino 20%(4)
Estado Civil Solteiro(a) 90%(18)
Casado (a) ou em unido de 5%(1)
facto
Viuvo(a) 5%(1)
Separado(a)/Divorciado(a) 0
Rendimento econémico Menos de 500 € 10%(2)
500 a 1000 € 45%(9)
1000 a 3000 € 45%(9)
3000 a 5000 € 0
Mais de 5000 € 0
Idade 18-29 45%(9)
30-39 40%(8)
40-49 10%(2)
50-59 5%(1)
>60 0
Habilitacdes literarias <9%no 0
9%no 5%(1)
Ensino Secundario 5%(1)
Bacharelato ou curso 109%(2)
tecnoldgico pds-secundario
Ensino Superior 80%(16)
Local de residéncia Portugal zona urbana 70%(14)
Portugal zona rural 30%(6)
Situagdo profissional Desempregado 5%(1)
Estudante 55%(11)
Trabalhador por conta de 35%(7)
outrem
Trabalhador por conta prépria 5%(1)
Reformado/Pensionista 0
Profissdo Estudante 55%(11)
Outra 459%(9)
Agregado familiar 1 5%(1)
2 0
3 55%(11)
4 40%(8)
%(n)
Peso (Kg) <50 0
50-60 35%(7)
60-70 50%(10)
>70 15%(3)
Altura (cm) <150 0
150-160 609%(12)
160-170 30%(6)
>170 10%(2)
Problemas/doencas de pele Psoriase 0
Rosécea 5%(1)
Acne 20%(4)
Dermatite atopica 5%(1)
Né&o tenho qualquer problema 70%(14)
de pele
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