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Resumo

Os produtos cosméticos representam um papel relevante tanto no bem-estar fisico
como no ambito social do consumidor atual, incentivando assim a industria
cosmeética a criar produtos novos de forma a colmatar as exigéncias crescentes da
sociedade atual.

Quando presentes na composicdo de uma formulacdo cosmética, os antioxidantes
podem atuar de duas maneiras distintas, podendo inibir a oxidacdo dos restantes
ingredientes, mas também podem ter um papel como ingrediente ativo quando
integrados em formulacées de aplicacao topica com funcdo antienvelhecimento, uma
vez que atuam de maneira a manter a quantidade de antioxidantes presentes na pele.
Substancias de origem natural, tais como os Oleos essenciais das mais diversas
plantas aromaticas, surgem como uma possivel alternativa aos compostos sintéticos,
para aplicacdo como antioxidante em produtos cosméticos como ingrediente ativo.

As plantas Syzygium aromaticum, Ocimum basilicum, Origanum vulgare e o fruto
Citrus sinensis, bastante consumidos em Portugal, possuem 0leos essenciais, com
elevado interesse, tendo vindo recentemente a ser analisados em relacao as suas
atividades biologicas.

Este estudo pretende analisar quimicamente os Oleos essenciais de Syzygium
aromaticum, Ocimum basilicum, Origanum vulgare e de Citrus sinensis, e estuda-
los quanto as suas atividades antioxidante e citotoxica, na perspetiva de serem
empregues como ingredientes com funcao antioxidante em formulac6es cosméticas.
Os resultados obtidos permitiram inferir que a atividade antioxidante dos o6leos
essenciais em estudo concede-lhes a potencialidade de serem utilizados como
ingredientes antioxidantes naturais em formulacGes cosméticas, que estes sao
seguros quando utilizados na gama de concentracoes compativeis com o seu limite de
seguranca ao nivel da atividade citotéxica em estudo, 0,008 a 0,004% (v/v). E de
referir que o 6leo que demonstrou ser mais antioxidante tanto na capacidade de
reducdo de radicais livres como na inibicdo da peroxidacdo lipidica foi o Oleo
essencial de Sygyzium aromaticum, contudo é de salientar que também foi aquele
que apresentou uma maior citotoxicidade. Por outro lado, o 6leo essencial de Citrus

sinensis apesar de ter demonstrado ser o mais biocompativel com a linha celular de
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queratinocitos humanos, HaCat, foi aquele que demonstrou uma capacidade elevada
de inibir a peroxidacao lipidica.

Este trabalho é assim considerado uma avaliacao primaria das potencialidades dos
6leos essenciais, pelo que sera interessante futuramente desenvolverem-se estudos
que englobem outras avaliacGes das mais diversas atividades biologicas, mas também

da sua eficacia e seguranca.
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Atividade antioxidante;Atividade citotoxica;Citrus sinensis; Ocimum basilicum; Oleo
essencial; Origanum vulgare; Produtos cosméticos; Sygyzium aromaticum
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Abstract

Cosmetic products play an important role in both the physical and social well-being
of today's consumer, thus encouraging the cosmetics industry to create new products
to meet the growing demands of today's society.

When present in the composition of a cosmetic formulation, antioxidants can act in
two distinct ways. They can inhibit the oxidation of the other ingredients, but they
can also play a role as an active ingredient when integrated into topical formulations
with an anti-aging function, since they act to maintain the amount of antioxidants
present in the skin.

Substances of natural origin, such as the essential oils of various aromatic plants,
emerge as a possible alternative for synthetic compounds, for application as an
antioxidant in cosmetic products as an active ingredient.

The plants Syzygium aromaticum, Ocimum basilicum, Origanum vulgare and the
fruit Citrus sinensis, widely consumed in Portugal, have essential oils, with high
interest, so recently these have been analysed in relation to their biological activities.
This study aims to analyse chemically the essential oil of Syzygium aromaticum,
Ocimum basilicum, Origanum vulgare, and Citrus sinensis, and to study them for
their antioxidant and cytotoxic activities, with the perspective of being employed as
ingredients with antioxidant function in cosmetic formulations.

The results obtained allowed us to infer that the antioxidant activity of the essential
oils and the expression oil under study gives them the potential to be used as natural
antioxidant ingredients in safe cosmetic formulations when used in the concentration
range compatible with their safety limit at the level of cytotoxic activity under study,
0.008 to 0.004% (v/v). It should be noted that the oil that proved to be most
antioxidant in both free radical scavenging capacity and inhibition of lipid
peroxidation was the essential oil of Sygyzium aromaticum, however it should be
noted that it was also the one that showed the highest cytotoxicity. Otherwise, the
essential oil of Citrus sinensis despite having shown to be the most biocompatible
with the human keratinocyte cell line, HaCat, was the one that demonstrated a high
ability to inhibit lipid peroxidation.

This work is thus considered a primary evaluation of the potential of essential oils

and expression oil, so it will be interesting to develop future studies that encompass
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other evaluations of the most diverse biological activities, but also of their efficacy

and safety.

Keywords

Antioxidant activity;Citrus sinensis;Cosmetic products;Cytotoxic activity;Essential

oil;Ocimum basilicum; Origanum vulgare;Sygyzium aromaticum
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Capitulo 1

Introducao

1.1. Cosméticos

Uma das grandes questoes que se tem colocado na comunidade cientifica é quando datar a
primeira vez da utilizacdo de cosméticos. [1,2] Todavia, durante escavacoes arqueoldgicas
confirmou-se que o uso de cosméticos remonta a idade da pedra, quando o homem
utilizava cores para atrair animais bem como marcar o homem, pintando a sua pele. [1,3]
Assim, pode afirmar-se que desde a sua origem, a cosmética tem vindo a evoluir e a
acompanhar as necessidades do homem conforme a sua evolucao. [2] Em relatos sobre o
antigo Egipto demonstra-se que esta civilizagao recorria ao uso de 6leos como uma forma
de protecao contra os elementos da natureza, como queimaduras solares, mas também
contra a secura da pele provocada pelo vento e irritagoes por picadas de insetos. [1,2,4] A
ligacdo dos cosméticos com a religido tem também a sua relevancia, dependendo assim
também de muitas das tradi¢oes analogas a mesma. [1,2,3]

Desde a antiguidade que o ser humano tem o habito de sujeitar as suas partes externas do
corpo a diversas modificacoes, devido a diversos fatores, com a finalidade de melhorar a
hipo6tese de sucesso tanto laboral como social, inclusive nas suas relacoes interpessoais.
Assim, pode-se afirmar que estas modificagdes tém como fim um aumento na autoestima
do ser humano. Deste modo, o uso de cosméticos encontra-se associado a um contexto
diferente na sociedade atual em relacao as sociedades primordiais. [2] Uma vez que a
aparéncia desempenha um papel relevante tanto para o bem-estar fisico como social, tal
como anteriormente referido, esta reflete-se em individuos que possuem uma capacidade
mais positiva de insercdo na sociedade, sendo considerados mais cooperativos em
multiplos niveis da sociedade. Por conseguinte, os cosméticos nos dias que correm sdo
utilizados para higiene pessoal, protecdo contra fatores ambientais, prevencdo do
envelhecimento, e de uma forma genérica ajudar os individuos a possuirem uma vida mais
plena e satisfatoria. [1,2].

Ao longo do tempo a importancia dos cosméticos foi aumentando bem como a sua
utilizacao no quotidiano da sociedade atual. [2] Posto isto, as grandes empresas dedicadas
a producao de cosméticos geram mil milhoes de euros em receitas durante um ano.[4]
Com o crescente aumento do mercado ao nivel da indastria cosmética é fundamental que
ocorra um controlo e monitorizacdo constante desta, no que concerne a possiveis
ingredientes toxicos como também na necessidade de suprimir e colmatar as exigéncias

crescentes do consumidor atual na criacao de novos produtos. [5]
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1.1.1 Legislacao e definicao de cosméticos

Derivada da palavra grega “kosmtikos” que significa “habilidade na decoragdo” ou
“adorno” surge a palavra cosméticos.[3,4] Um produto cosmético, de acordo com o Artigo
2.1 (a) do Regulamento Europeu n®1223/2009, é definido como “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 0s
dentes e as mucosas bucais, tendo em vista, exclusiva ou principalmente, limpéa-los,
perfumé-los, modificar-lhes o aspeto, protegé-los, manté-los em bom estado ou corrigir os
odores corporais”. Para além disto, o documento refere ainda a defini¢do de substéncia, no
Artigo 2.1 (b) como “um elemento quimico e os seus compostos, no estado natural ou
obtidos por qualquer processo de fabrico, incluindo todos os aditivos necessarios para
preservar a sua estabilidade e todas as impurezas derivadas do processo utilizado, mas
excluindo todos os solventes que possam ser separados sem afetar a estabilidade da
substancia nem alterar a sua composicao”, ja no Artigo 2.1 (¢) encontra-se a definicao de
mistura uma mistura ou solucdo composta por duas ou mais substancias”. [6] Em suma,
de uma forma genérica, um cosmético é qualquer preparacdo complexa, uma vez que na
sua constituicio podem ser encontradas distintas substancias bem como elementos
especificos, destinada a ser usado no corpo humano (pele, olhos, boca, cabelo ou unhas)
com o intuito de melhorar a aparéncia da pele e do odor corporal, mas também com o
objetivo de proteger o mesmo. [1,7,8]

Em resposta a procura de retardar o envelhecimento e ao mesmo tempo prevenir o
aparecimento de problemas de satide, as diversas industrias ligadas ao setor, entre elas, a
quimica e a farmacéutica, encontram-se sob pressdo. Deste modo, surge o termo
“cosmecéutica” que resulta da simbiose de produtos cosméticos com produtos
farmacéuticos, de uma maneira geral, é definido como cosmética que possui acao
terapéutica. Este conceito é assim uma integracdo interdisciplinar da fisica, quimica e
biologia. [4]. Englobando produtos que contém funcgdes relacionados com a pele,
possuindo um efeito benéfico na mesma, todavia nao se considera que tenham um efeito
terapéutico biologico. [4,5,7,8] Contudo, este termo ainda provoca controvérsia entre a
comunidade cientifica pois ainda nao apresenta um estatuto legal. [5]

Todos os cosméticos licenciados nao podem de forma alguma alterar ou danificar o
equilibrio fisiologico da pele do ser humano, consequentemente todos os produtos assim
devem ser considerados seguros aquando da sua utilizacdo. [1] Com o surgimento de
novos ingredientes e com a acelerada industrializacdo foi de extrema importancia a
criacdo de intimeras diretivas e regulamentos com o intuito de controlar a utilizacdo dos

ingredientes garantindo assim a seguranca do consumidor. Ao nivel mundial apenas trés
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regulamentos representam os principais mercados cosméticos, nomeadamente a Uniao

Europeia, Japao e Estados Unidos. [1,5,6]

1.1.2. Antioxidantes na cosmética

A cosmética de aplicacdo topica tem como finalidade proteger a pele humana contra os
danos causados por diversas causas, entre elas, a radiacao ultravioleta (UV) e pelos
radicais livres. Estes danos sao denominados danos oxidativos podendo ter uma origem
endbgena, caso ocorra uma desregulacao no sistema enzimatico com funcao antioxidante
ou exoOgena, provenientes da consequéncia da exposicdio a determinados fatores
ambientais, como o tabagismo, poluentes ambientaiss ou radiacio. E de salientar que os
danos oxidativos sdao considerados como uma das causas primarias no que diz respeito ao

envelhecimento da pele. [7,9]

O oxigénio biologico sofre uma série de reagdes de reducdo durante o processo de
respiracao celular para formar energia sob a forma de adenosina trifosfato (ATP), pois é o
aceitador de eletroes na cadeia transportadora de eletroes. Todavia, quando surgem
problemas no fluxo de eletrdes, sdo gerados radicais livres, inclusive espécies reativas de
oxigénio (ERO). No entanto, os radicais livres também podem ser derivados do azoto e do

enxofre. [9,10]

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas que apresentam um eletrdo livre na sua
camada mais externa, sendo consequentemente bastante instaveis e reativos que,
facilmente reagem com biomoléculas como lipidos, hidratos de carbono e acidos nucleicos

com o proposito de atingir a estabilidade. [7,9-10]

A producao de ERO é continua e espontinea uma vez que sdo subprodutos do
metabolismo celular, principalmente do processo de respiracdo celular que ocorre na
mitocondria. No entanto, a concentra¢des fisiolégicas podem ser -considerados
fundamentais para a funcao celular normal. Assim, a formacao de ERO é crucial para a
manutencdo da homeostase celular, sendo isto conseguido através de um sistema de
defesa antioxidante intrinseco que permite manter um equilibro entre a producao e a
eliminacao destas espécies reativas, protegendo assim o organismo de danos oxidativos
gerados pela sua acumulacdo. Contudo, quando ha uma desregulacao do sistema de
defesa antioxidante intrinseco, quer por uma producao excessiva de ERO, quer por uma
deficiéncia do sistema antioxidante, surge o designado stresse oxidativo. Este fendmeno
desregula uma série de funcoes celulares através da oxidacao de diversas biomoléculas,

que quando ocorre em células da pele pode provocar uma diminuicao da capacidade de
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auto-renovacao, perda da elasticidade, pigmentacao, refletindo o envelhecimento deste

orgao. [7,9.10]

Desta forma, a adicdo de antioxidantes em cosméticos de aplicacao topica, , € necessaria
para manter a quantidade de antioxidantes na pele. Assim, a estes antioxidantes da-se o
nome de antioxidantes exogénes. No entanto, para além de aplicacdo topica podem ser
administrados por via oral ou por via da dieta. Estes tém como principal funcao a protecao
da pele dos danos causados pelas reacoes de oxidacdao, mas também de reparar possiveis
danos que possam ja existir. [9-12]

Presentes nas preparacoes cosméticas, os antioxidantes possuem duas funcées, atuam
como ingredientes ativos, sendo que para isto é necessario estes serem estaveis, mas
também como protetores de outros ingredientes contra a oxidagdo. Os antioxidantes
devem permanecer estaveis no produto, nao reagindo com outras substancias. [7,9,11]
Mediante o seu modo de atuacdo, os antioxidantes podem ser classificados como
primérios, se atuarem diretamente sobre os radicais livres doando-lhes um atomo de
hidrogénio que resulta numa substincia mais estavel, ou como secundarios, se reagem
com determinadas enzimas iniciadoras da formacao de ERO ou com o oxigénio iniciador
da cadeia, retardando a taxa da reacdo que forma as ERO, eliminando os iniciadores. Os
antioxidantes possuem diferentes modos de atuacio, podem prevenir a criacdo de ERO,
sequestrar energia e eletroes e por fim podem ativar ou desativar radicais livres que

participem na formacao dos mesmos. [1]

1.1.2.1. Antioxidantes sintéticos
Na perspetiva de se obter um sistema padrao de medicao da atividade antioxidante para

comparar com os antioxidantes naturais, surgem os antioxidantes sintéticos. [10,12]

Os antioxidantes sintéticos sao utilizados na indudstria em vez dos naturais, uma vez que o
seu custo é mais baixo, possuem uma vasta disponibilidade, mas também sao
considerados bastante estaveis e com um bom desempenho em relacdo a sua funcao.
Entre os mais usuais encontram-se o (-hidroxidcido (BHA), hidroxitolueno butilado
(BHT), terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e o propil galato (PG).[13]

Tanto o PG como o TBHQ sao muito utilizados na inddstria alimentar, uma vez que sao
reconhecidos como antioxidantes seguros para proteger Oleos, gorduras e alimentos
contra a formacao de peréxidos. O TBHQ quando sujeito a elevadas temperaturas possui
uma alta estabilidade sendo considerado o melhor antioxidante para Oleos que se
destinem a fritura. O PG atua sinergicamente tanto com o BHA como o TBHQ, contudo

nao é muito resistente ao calor, apresentando, no entanto, uma consideravel solubilidade

4
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em 4gua. E de realcar que o uso do PG remonta a 1948 sendo encontrado com a funcéo de
estabilizador de alimentos, materiais de embalagem de cosméticos. Em relacdo ao BHA,
este é uma mistura de dois isdmeros (2-BHA e 3-BHA) e ¢ caracterizado por ser insolavel
em agua e possui um efeito sinérgico com o PG e o BHT. Relativamente a este Gltimo, o
BHT possui propriedades bastante similares ao anterior, porém nao se mostra tao eficaz
devido a presenca de dois grupos butil que resulta num maior impedimento

estereoquimico que o BHA. [10,14-15]

Apesar de os antioxidantes sintéticos serem muito estudados principalmente no que se
refere a sua toxicidade inerente, recentes estudos mostram que a ingestao destes a longo
prazo levanta sérios problemas de satide em consequéncia da sua carcinogénese, inclusive
j& se demonstrou que os antioxidantes BHA e BHT sao responsaveis por efeitos adversos a
nivel hepatico. [10,12-13,16] Esta conclusdo é corroborada por XU et al. uma vez que
afirmam que tanto o BHA como o BHT e consequentemente os seus metabolitos possuem
toxicidade em células hepaticas de ratos, induzindo carcinogénese. Nesta Otica, a
tendéncia para substituir os antioxidantes sintéticos por antioxidantes naturais tem vindo

a ter um forte crescimento, principalmente na indastria cosmética. [17]

1.1.2.2. Antioxidantes naturais

Na perspetiva de responder as exigéncias do consumidor devido a uma maior
sensibilizacdio do mesmo para questoes ambientais e para produtos com rétulos mais
limpos e ingredientes naturais, a industria tem vindo a diminuir o uso de substancias
sintéticas e a recorrer a sua substituicao por alternativas naturais. Assim, a utilizacdo de
extratos de plantas estd cada vez mais em voga em diversos produtos cosméticos

comerciais. [10,13,16,18]

As plantas sdo consideradas uma fonte de antioxidantes naturais uma vez que os
compostos fendlicos nelas presentes sdo responsaveis pela sua atividade antioxidante, e
estes podem provir de todas as partes das plantas, como por exemplo, frutas, raizes, casca
e folhas. Para além de produzirem compostos fenolicos vegetais, as plantas produzem um
espetro de metabolitos secundarios como alcaloides, terpenos, terpenoides entre outros. E
de realcar que todos os metabolitos desempenham um papel importante na protecao da

planta contra efeitos indesejaveis. [10,16]

A maioria dos compostos fendlicos para além de serem caracterizados como compostos
bioativos no reino vegetal, também estdo integrados na dieta humana, sendo consumidos
como preparacoes medicinais. Conhecidos pela sua funcdo protetora, os compostos

fenolicos possuem uma vasta gama de propriedades biologicas como antioxidante,
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antimicrobiana, anti-inflamatéria e anti-mutagénica, e o conjunto destas resulta nos

efeitos protetores para a satde. [10,16]

Apesar de os compostos fenolicos serem o principal grupo de antioxidantes naturais,
existem mais duas classes de compostos de extrema relevancia, as vitaminas e os

carotenoides ou tetraterpenos. [13]

Da classe das vitaminas destacam-se as vitaminas, A, E e C. Esta tltima para além de ser
um forte antioxidante também é usada em cosméticos de acao topica pois tem a funcao de
despigmentacdo, sendo ainda um importante cofator de determinadas enzimas para a
formacdo de colagénio. A vitamina E é considerada a principal antioxidante da fase
lipidica do corpo humano, existindo oito formas moleculares distintas, sendo que todos
estes isomeros se encontram disponiveis na dieta. Contudo, o ser humano recorre
principalmente ao isomero a-tocoferol, tendo em vista a sua principal funciao, a de
prevenir a peroxidacao lipidica. Foi demonstrado que a aplicacdo tépica da vitamina E
restaura a defesa antioxidante da pele. E de realcar que estudos relacionaram a vitamina C
com a vitamina E pois, apresentam uma relacao de co-dependéncia, ou seja, a vitamina C
previne a oxidacdo da vitamina E, resultando assim também numa regeneragdo e

reciclagem da atividade da tltima. [9,19]

Em relacdo aos carotenoides estes sao caracterizados por serem pigmentos produzidos
naturalmente pelas plantas, sendo o f-caroteno um dos mais conhecidos. Estudos indicam
que os carotenoides tém como principal funcao proteger o ser humano de danos causados

pela radiacdo ultravioleta. [19]

Em suma este espetro de compostos é habitualmente utilizado em produtos cosméticos
como principio ativo contra o envelhecimento da pele. Como muitos destes compostos
tém origem vegetal visto que sdo produzidos pelas plantas podem ser considerados

extratos com potencial na criacao de formulacoes cosméticas de aplicacdo topica. [9,19]

1. 2. Oleo Essencial
A Organizacao Internacional para a Padronizagao (ISO) define que um 6leo essencial pode
ser obtido por um processo de destilacao de qualquer parte de uma planta, sendo a mais

comum a hidrodestilacao, ou da expressao da casca quando se refere a citrinos. [20-25]

Os Oleos essenciais geralmente sdo extraidos de variadas plantas aromaéticas que

usualmente se localizam em paises de zonas temperadas e tropicais, como os paises
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mediterraneos, representando uma fracao importante nas farmacopeias tradicionais. [20-

25]

Os 0Oleos essenciais sao considerados uma mistura complexa e heterogénea de compostos
bioativos, caracterizada por ser liquida, volatil, com um forte odor distintivo, geralmente a
sua densidade ¢ inferior a da 4gua, nao sendo soltveis em agua, sendo consequentemente

soltiveis em compostos organicos.

Os compostos bioativos resultantes do metabolismo secundério das plantas, pertencem,
principalmente a familia dos terpenos, englobando monoterpenos, sesquiterpenos |,
diterpenos e tetraterpenos. No entanto, um outro grupo que se pode encontrar na sua
constituicao é o grupo dos compostos aromaéticos e alifaticos. Tanto a familia dos terpenos
como os compostos aromaticos sdo caracterizados por possuirem um baixo peso
molecular. Usualmente, a mistura pode conter na sua constituicdo aproximadamente
entre 20 a 60 compostos, todavia entre estes, destacam-se sempre dois ou trés compostos
maioritarios em concentracoes mais elevadas, entre 20 a 70%. A composicao quimica que
posteriormente vai resultar na qualidade do 6leo essencial depende de inimeros fatores
entre eles, altura da colheita, parte da planta utilizada, localizacdo, composicao do solo,

clima, mas também com o método de obtencao do 6leo. [18,23]

Os metabolitos secundérios sdo sintetizados por todos os oOrgados vegetais sendo que,
posteriormente, sao armazenados em células secretoras e epidérmicas, cavidades, canais
ou tricomas glandulares, que se encontram presentes em varias partes da planta como
flores, raizes, frutos, folhas, entre outras. A técnica de eleicao para analisar a composi¢ao
dos 0leos essenciais é a cromatografia gasosa, dado que fornece informacao sobre os
compostos e a percentagem correspondente aos mesmos em relacio ao total de
compostos, surge ainda, diversas vezes, associada a espetrofotometria de massa.
[20,23,26] Apesar de se pressupor empiricamente que as atividades biologicas inerentes
aos 0Oleos derivam dos compostos maioritarios, o mesmo pode nao acontecer, pois tem de
se ter em mente que os 6leos sdo uma mistura de compostos que ndo podem ser vistos de
forma individual. Os compostos minoritarios também sao responsaveis pelo odor, textura
entre outras caracteristicas que indireta ou diretamente tém influéncia nas bioatividades
associadas aos 0leos essenciais. Deste modo, para a realizacao de testes biologicos tem de
se considerar um 6leo como um todo, e ndo como compostos individuais, devido ao efeito

sinérgico entre todos os compostos. [22-23]
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1.2.1. Aplicacoes de dleos essenciais

A utilizacao de 6leos essenciais remonta aos tempos do antigo Egipto onde as mulheres os
utilizavam devido ao facto de possuirem um odor doce e delicado com a finalidade de
melhorar esteticamente a sua feminilidade. Além disso, a civilizagdo egipcia também
recorria ao uso de Oleos essenciais em cerimonias religiosas, em cosmética e para fins
medicinais. Assim, considera-se que o antigo Egipto corresponde ao inicio da utilizacao de
Oleos essenciais. Posteriormente, estas praticas foram adotadas tanto pelas mulheres
gregas como as romanas. Por volta da mesma época o uso de plantas aromaticas passou a
ser incorporado no sistema médico ayurvédico indiano. J4 na Europa, o uso de o6leos
essenciais remonta ao Renascimento quando estes se comegaram a usar em aromaterapia.

[20,21]

Associados as plantas aromaéticas e aos seus Oleos encontram-se inumeros fins
terapéuticos, como por exemplo, alivio da dor, cuidado da pele, alivio da tensao e
relaxamento, sendo que para isto podem ser inalados, difundidos ou massajados na pele.
[27] Atualmente, os consumidores sao sujeitos a ansiedade, assim a aromaterapia visa ter
um efeito ansiolitico, desta forma o 6leo essencial de lavanda, através da inalacio numa
quantidade de 2 gotas em 30 minutos, resultou numa diminuicao da ansiedade, da mesma
forma tem um efeito positivo sobre a laténcia, duracdo e qualidade do sono, a . Os
resultados para uma eficicia maior no que diz respeito ao relaxamento e a sedacao bem
como na reducao da ansiedade e stresse foram encontrados quando se utiliza uma mistura
de 6leo essencial de lavanda e 6leo de bergamota. Um o6leo essencial que tem vindo a atrair
interesse devido as suas acOes sedativas e relaxantes. Foi demonstrado que este 6leo
essencial devido a sua composi¢ao, onde predomina o limoneno possui uma atividade
depressora no sistema nervoso central. Em periodos de exposicdo prolongado a dor foi
constatado que a aromaterapia com 6leo essencial de lavanda levou a uma diminuicao

substancial do indice de dor dos doentes. [28-29]

Nas ultimas décadas o consumidor tem vindo cada vez mais a preocupar-se com 0s
possiveis riscos dos ingredientes sintéticos nas formula¢des na satide humana. Assim, com
o crescente aumento por parte dos consumidores por produtos naturais, as inddstrias
farmacéutica e cosmética tém vindo a ser pressionadas a procurar alternativas as
substancias sintéticas ao incorporar nos produtos substancias de origem natural com a
mesma funcao e eficacia, dando assim valor a substancias cuja utilizacdo remonta a

antiguidade, como os 6leos essenciais. [18,20,28]

Os o6leos essenciais para além de terem um papel importante na protecao das plantas de

que sao extraidos, apresentam um espetro de atividades bioldgicas tais como: antisséptica,
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anti-inflamatoria, antifdngica, antibacteriana e antioxidante, o que os torna ingredientes

promissores para incorporar em produtos cosméticos. [18,20,28]

Embora nos produtos cosméticos, os 6leos essenciais sejam empregues pelo seu aroma,
estando presentes como ingredientes em formulacoes de aplicacdo topica e capilar,
inimeros 6leos apresentam uma atividade de extrema importancia para a cosmética, a
propriedade antioxidante. Nesta Otica, na area da cosmética surgiu um novo termo que é
a juncao de produtos cosméticos com produtos farmacéuticos, resultando em produtos
cosméticos com propriedade farmacoldgicas, assim alia-se o poder das atividades
biolégicas dos 6leos essenciais aos produtos cosméticos, resultando numa melhoria da
saude e da beleza, sendo que estes produtos tém cada vez mais procura por parte do
consumidor ao longo dos anos. Alguns 0leos essenciais ja sdo utilizados com diferentes
finalidades, entre as quais, reparar e combater o envelhecimento da pele, protecao dos

dentes, melhorar o odor quando aplicados em desodorizantes, perfumes, entre outras.

[23,27-28]

Em suma, os 6leos essenciais mostram-se como potenciais substancias para produtos de
origem natural, visto que o conjunto das suas propriedades os tornam deveras atrativos
para a industria cosmética, com o propodsito de colmatar os atuais interesses e

necessidades dos consumidores. [28]

No entanto, é de realcar que os consumidores pressupdem o principio de que o natural é
seguro, porém desconhecem frequentemente que os produtos naturais sao constituidos
por misturas complexas de diversos compostos quimicos que podem resultar em reagoes
adversas. Deste modo, é necessario caracterizar quimicamente os extratos naturais em
relacdo a sua composigao, potencial citotdxico e determinar a atividade antioxidante.

[7,10,16]

1.2.2. Oleos essenciais como antioxidantes

Os oOleos essenciais sdo fontes naturais de alguns compostos fenolicos o que levou a
comunidade cientifica a avaliar e a estudar a atividade antioxidante dos mesmos. No
entanto nao se pode apenas relacionar a atividade antioxidante aos compostos fendlicos,
mas sim ao conjunto de compostos presentes na sua constituicdo, havendo assim um

efeito sinérgico entre todos os compostos. [7,11]

Para que um antioxidante possa funcionar como ingrediente ativo é necessario que seja
estavel, dado que problemas de estabilidade acarretam problemas na formulaciao do

cosmético. Desta forma, é necessario otimizar a concentracao do antioxidante selecionado,
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e para além disto a sua coloracao e propriedades nao devem sofrer alteracdes no processo
de producdo e armazenamento. Por tudo isto, é necessario determinar e avaliar a
capacidade antioxidante por diversos métodos para assim se resolverem as inimeras

questoes relativas a sua atividade. [7]

Geralmente, para a determinacido in vitro da atividade antioxidante sido utilizados
métodos espectrofotométricos, sendo que estes se baseiam na reacdo entre antioxidante
com radicais livres, e podem ser classificados em duas classes conforme estas reagcoes. A
primeira categoria baseia-se na transferéncia de um eletrao (ET) e a segunda classe tem
como base a transferéncia de um atomo de hidrogénio (HAT). Os ensaios da primeira
classe sao baseados na medicao da capacidade de um antioxidante reduzir um oxidante,
este ird mudar a sua coloracdo aquando da sua reducdo e esta mudanca depende da sua
concentracao na amostra. Os métodos HAT baseiam-se na capacidade de um antioxidante

doar atomos de hidrogénio ao radical livre inativando o mesmao. [7,10]

Entre os métodos ET ressalta o método de sequestracdo do DPPH. Este é um radical livre
de coloracdo roxa, caracterizado por uma banda de absorcdo a 517 nm. Se na amostra
estiver presente um antioxidante, este ao reagir com o radical DPPH, vai reduzi-lo
resultando numa alteracao da cor roxa para amarela. O método é considerado como um
ensaio simples, facil, econdmico e eficaz que requer pequenas quantidades de amostra,
neste caso, 6leo essencial, por ensaio o que o torna um método rentavel, sendo
considerado como um dos métodos indiretos mais antigos para a determinaciao da

atividade antioxidante. [7,10]

O sistema B-Caroteno/Acido linoleico pertence a categoria dos métodos HAT. Este método
consiste na oxidacao do [B-Caroteno induzida por produtos resultantes da degradacao
oxidativa do acido linoleico, permitindo estimar a capacidade de compostos antioxidantes
presentes, neste caso os 0Oleos essenciais, de sequestrar o radical peréxido do 4cido
linoleico LOOs. Assim, pode-se afirmar que este ensaio determina a capacidade dos
antioxidantes presentes numa amostra em retardar ou inibir a peroxidacao lipidica.
[10,62]

Desta forma, os 6leos essenciais apresentam-se como potenciais agentes antioxidantes de
origem natural induzindo um interesse das industrias cosméticas e farmacéutica em
substituir os antioxidantes sintéticos por antioxidantes de origem natural, originando
produtos mais naturais, tao procurados pela sociedade atual, com o objetivo de nao
combater apenas a oxida¢ao natural que a que o produto esta sujeito, mas também para

prevenir o stresse oxidativo resultante do envelhecimento da pele. [11,22]
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1.2.3. Citotoxicidade dos dleos essenciais

O uso de ingredientes naturais, como os 6leos essenciais, em formulacoes, esta cada vez
mais em voga, para o tratamento de distirbios dermatoldgicos como, inflamacao, acne,
dermatite atopica, entre outros. Por terem uma origem natural, a conotacdo de seguranga
¢ muitas vezes atribuida, contudo esta relatado que intmeros extratos de plantas
provocam efeitos adversos sobre o corpo humano, entre eles, fendmenos de irritacao

cutanea, sensibilizacdo de contacto ou reacoes alérgicas. [23,30]

O estudo da toxicidade celular, designada também por citotoxicidade, é o ensaio in vitro
utilizado regularmente quando se pretende estudar o potencial téxico de uma determinada
substancia, neste caso, 0leo essencial, com o proposito de avaliar o potencial do
ingrediente ser incorporado numa formulacao cosmética de aplicacao topica. Os testes de
citotoxicidade baseiam-se na estimulacdo direta de camadas de células com diversas
concentracoes da substancia, da qual se pretende analisar o perfil citotoxico. As células
destinadas a este tipo de ensaio sdo linhas celulares como fibroblastos e queratindcitos,

sendo esta ultima representante da camada mais externa da pele, a epiderme. [30,31]

O caracter lipofilico caracteristico de Oleos essenciais confere-lhes a capacidade de
atravessar a membrana citoplasmatica resultando num desregulamento da estrutura das
distintas camadas que a constituem, fosfolipidos, polissacarideos e acidos gordos e
consequente permeabilizacdo destas biomoléculas. Assim, pode-se afirmar que nas células
eucarioticas, os Oleos essenciais provocam a despolarizacio das membranas das
mitocondrias, induzindo uma diminui¢ao no potencial de membrana, uma desregulacao
de diversos canais i6nicos, reducdo do pH, um colapso da bomba de protdes e como
consequéncia a deplecdo da pool de ATP. Como resultado da alteracdo da fluidez da
membrana, esta torna-se anormalmente permeavel, levando a uma perda de radicais,
citocromo C, ides e proteinas, originando stresse oxidativo e uma falha bioenergética,
culminando em morte celular por apoptose e necrose. [23] O 6leo essencial de Citrus
sinensis possui toxicidade nas seguintes linhas celulares, HGF (fibroblastos gengivais
humanos primarios), HeLa (linha imortal humana do cancro cervical) mas também na
linha celular do cancro da mama MCF-7 (Kammoun et al. 2021, Alexa VT et al. 2022). No
que se refere ao 6leo essencial de Ocimum basilicum este é citotoxico para a linha celular
do cancro do colon e do adenocarcinoma colorretal, HT-29 e Caco-2, respetivamente
(Dolghi et al. 2021). O o6leo essencial de Origanum vulgare em maultiplos estudos
demonstrou ser citotéxico para a linha celular do hepatoma humano, HepG2, e para a
linha do adenocarcinoma gastrico humano, AGS (Lombrea et al. 2020, Elshafie et al.
2017). Por fim, em relacao ao 6leo essencial de S. aromaticum, Alexa VT et al. (2022)

mostraram que este 6leo essencial entre os outros estudados foi o mais citotoxico na linha
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celular HGF (fibroblastos gengivais humanos primérios). E de salientar que no mesmo
estudo realizado por Alexa VT et al. (2022), o 6leo essencial de C.sinensis foi o mais

biocompativel.

Em suma, é necessario tracar o perfil citotoxico dos oleos essenciais antes da sua
incorporacdo em formulacdes cosméticas de aplicacao topica, nunca esquecendo que a
toxicidade pode variar entre 6leos essenciais da mesma espécie de planta, conforme as

condicoes de crescimento da planta e sobre as quais se realiza a extragao do 6leo essencial.

Para se realizar o estudo da atividade citotoxica de um 0leo essencial pode-se recorrer a
diversos métodos in vitro, entres eles, o método de reducdo do brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT — Microculture Tetrazolium Assay). Este
tem como base a reducdo do sal de tetrazolio por enzimas mitocondriais em cristais
insolaveis de formazano que apresentam uma coloracdo roxa caracteristica. Sendo
impermeéaveis as membranas celulares, estes vao acumular-se no interior das células, que
se vai traduzir no ntmero de células metabolicamente viaveis, sendo deste modo

considerado um método indireto na avaliacao da toxicidade celular dos 6leos em estudo.
[38]

1.3. Plantas aromaticas com interesse na cosmeética

As plantas aromaticas e medicinais sdo consideradas uma fonte de diversos compostos
bioativos que possuem a¢dao medicamentosa em tratamentos tradicionais. Alem disso, as
plantas aromaticas constituem uma fonte de Oleos essenciais, que devido as suas
caracteristicas a nivel do aroma e sabor sao diversas vezes utilizados. Atualmente sao
amplamente utilizadas na producao de corantes naturais, perfumes, indastria alimentar e

cosmética. [39,40]

Existem 400.000 espécies conhecidas de plantas aromaticas e medicinais, das quais
aproximadamente 2000 espécies derivam de 60 familias que possuem o6leos essenciais,

como por exemplo a familia Lamiaceae e Myrtaceae. [39,40]

Na indastria cosmecéutica, diversos 6leos tém sido utilizados especialmente o de laranja
devido as suas propriedades, sendo assim os 6leos da familia Citrus s os responsaveis pela

maior parte dos sabores e fragancias naturais. [39,40]

Tanto as plantas da familia Lamiaceae como da familia Myrtaceae sao amplamente
usadas em perfumaria e cosmética devido as suas fragancias. Na familia Lamiaceae pode-

se encontrar a espécie Origanum vulgare e a espécie Ocimum basilicum. Pertencente a
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familia Myrtaceae encontra-se a espécie Syzygium aromaticum. Todas estas espécies sao

conhecidas devido as propriedades dos seus 6leos essenciais. [39,40]

1.3.1. Sygyzium aromaticum

Pertencente a familia Myrtaceae, o género Eugenia é oriundo da Australia e dos Tropicos,
como a América Tropical. Estas plantas sao frequentemente conhecidas por serem ricas
em Oleos essenciais possuindo um longo espetro de bioatividades, como por exemplo,

anti-inflamatérias, analgésicas, antimicrobiana, entre outras. [41-43]

Syzygium aromaticum L. ou Eugenia caryphyllata, mais vulgarmente conhecido como
Cravinho, em Portugal (Figura 1), é uma das especiarias mais utilizadas em diversas partes
do mundo. Caracterizada por ser uma planta aromatica nativa da Indonésia, atualmente é

plantada em varias partes do mundo como a India, China e Indonésia. [41-43]

Com uma altura de 10 a 20 metros, com folhas em forma de lanca e flores amareladas, a
planta Syzygium aromaticum L. é caracterizada pelo seu cheiro fendlico forte e um gosto
acentuado, contudo o seu 6leo essencial é um liquido incolor ou de coloracdo amarela

extraido dos botoes secos das flores. [41-43]

Historicamente Syzygium aromaticum L. era usado como forma de pagamento a
trabalhadores do antigo Egipto. Atualmente é utilizado na medicina tradicional para o
tratamento da diarreia, gastrite, mas também como antipirético, ansiolitico, analgésico e
anti-inflamatoério. J4 o botdo floral é usado para o tratamento de diversas doencas
alérgicas, e em determinados paises asiaticos é utilizada para o tratamento de dores de
cabeca, dentarias e respiratorias. O seu uso vai desde a incorporacdo deste em
medicamentos indianos (ayurvédicos), chineses, unani e de medicamentos que tém por

base plantas ocidentais. [41-43]

Estudos prévios reportaram que o 06leo essencial de Syzygium aromaticum L. é um
potente antifingico, anticarcinogénico, antialérgico e possui atividade antimutagénica. O
6leo essencial de Syzygium aromaticum L. demonstrou ter capacidade para inibir o
crescimento dos seguintes fungos, Candida albicans como constatado por Cox et al.,
Tricophyton mentagrophytes como foi comprovado por Tampieri et al. Em relagio a sua
atividade como anticarcinogénico foi reportado por Zheng et al., e potencial
antimutagénico demonstrado por Miyazawa and Hisana. E de salientar que Namiki
comprovou que o eugenol (composto maioritario do 6leo essencial de cravinho) induziu

apoptose em células cancerigenas humanas, contudo mais recentemente Ogunwande et al
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e Yoo et al. evidenciaram que este 6leo essencial possui acao contra as linhas celulares

tumorais humanas PC-3 e Hep G2. [44-46]

O cravinho representa uma das maiores fontes vegetais de compostos fendlicos, como
flavonoides, acido hidroxibenzoico e acido hidroxicinamico. O eugenol é o composto
maioritario desta planta aromatica. Este é descrito como um composto com interesse uma
vez que é capaz de inibir mediadores proé-inflamatoérios, reduzir a sintese de
prostaglandinas, induzir a apoptose por reduzir citocinas inflamatdérias, mas também de

inibir a formacao de radicais livres e prevenir o aparecimento de mutagoes nas células.

Além disso, devido a sua fragrancia, o Oleo essencial de Syzygium aromaticum L.
apresenta um elevado interesse devido ao seu potencial para ser integrado numa
formulacdo cosmética como ingrediente, pois apresenta um vasto leque de bioatividades

relevantes para a induastria cosmética. [41-43]

Figura 1: Fotografia de Sygyzium aromaticum (Jardim botanico UTAD).

1.3.2. Ocimum basilicum

O género Ocimum pertencente a familia Lamiaceae compreende mais de 150 espécies
distribuidas pelas regioes temperadas do globo. A familia Lamiaceae é conhecida devido
as propriedades medicinais que lhe sao associadas. As espécies desta familia oriundas da
regido do mediterraneo sdo utilizadas desde a antiguidade tanto na culinaria como

especiaria e na medicina popular. [47-51]

O Ocimum basilicum mais habitualmente designado como manjericao (Figura 2) é
caracterizado por ser uma planta perene e de cultivo em varias zonas do globo como

Europa, América, Australia e Leste da Asia. [47-51]

Para além de ser usado como especiaria, o O. basilicum tem sido utilizado na medicina
popular como anti-inflamatorio e analgésico. Historicamente, o seu uso esta associado a
medicina Uyghur para prevenir e tratar diabetes e problemas cardiovasculares. Ja na
medicina indiana Siddha o objetivo de usar O. basilicum era como forma de tratamento de

acne. Tradicionalmente, a sua utilizacao esta associada ao tratamento de dores de cabeca,
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diarreia e disfuncoes renais. Contudo, também é utilizado na indtstria farmacéutica bem

como na industria da perfumaria. [47-52]

Recentemente o interesse do 6leo essencial proveniente da planta O. basilicum tem vindo
a sofrer um crescente aumento pois este 6leo demonstra potencial como antimicrobiano e

antioxidante. [47-51]

O dleo essencial de O. basilicum exibe um largo espetro de compostos quimicos que
dependem de intmeros fatores tais como origem da planta, cor da folha entre outras.
Todavia, de um modo geral, pode afirmar-se que o composto maioritario é o monoterpeno
linalool. Este esti associado a diversas bioatividades entre elas, atividade antioxidante,

anti-inflamatoéria, mas também anticancerigena. [47-51]

As multiplas atividades biolégicas relacionadas com o 6leo essencial de O. basilicum
juntamente com o seu aroma, tornam este 6leo essencial como uma potencial fonte de

utilizacoes benéficas tanto na aromaterapia como na inddstria da perfumaria. [47-51]

Figura 2: Fotografia de Ocimum basilicum (Jardim botanico UTAD).

1.2. Origanum vulgare

Derivado de uma palavra grega surge a designacdo da espécie Origanum vulgare,
pertencente a familia Lamiaceae. Esta espécie é nativa da regido do Mediterraneo, é
considerada uma planta aromaética perene com 30 a 50 cm de altura, a sua flor possui uma

coloracao branca ou roxa e as suas folhas sao dentadas. [51,53-56]

A espécie O. vulgare é vulgarmente conhecida como orégaos (Figura 3), erva aromética
muito utilizada na cozinha como condimento, é cultivada a altitudes de 400 a 1800 metros

em lugares ensolarados. [53-56]

Na antiguidade, apesar de ser utilizado na culinario, O. vulgare era também usado na
medicina tradicional devido aos seus efeitos na saide, nomeadamente contra problemas

respiratorios, mas também para tratar constipacOes, indigestdes e como antisséptico.
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Historicamente, a planta tem sido utilizada em preparacées medicinais com a finalidade
de tratar problemas menstruais e tosse. Frequentemente é utilizado como lavagem para
dermatoses, tratamento da hepatite, artrite e reumatismo. As folhas sao usadas como

tratamento de problemas pulmonares e renais, por meio de um cha medicinal. [53-56,52]

O o6leo essencial de O. vulgare é constituido por uma diversidade de compostos e a
concentracao destes depende de varios fatores como a localizacao geografica, a parte da
planta usada, da espécie e do método de extracdo. Porém, o composto maioritario é o
carvacrol. Caracterizado por ser um monoterpeno, o carvacrol, possui diversas atividades
bioldgicas, entre elas a atividade antioxidante uma vez que este previne a oxidacdo de
lipidos, apesar disso o seu uso nio é recomendado como conservante alimentar pois
possui um odor forte afetando as propriedades organoléticas dos alimentos. Contudo, o
6leo essencial desta planta aromatica é reconhecido por possuir atividade antisséptica,

inseticida, entre outras. [53-56]

Em virtude das bioatividades acima enumeradas, o 6leo essencial de O. vulgare possui um

elevado interesse como ingrediente a incluir numa formulacao cosmética. [53-56]

Figura 3: Fotografia de Origanum vulgare (Jardim botanico UTAD).

1.3. Citrus sinensis

O género Citrus pertence a familia Rutaceae, sendo considerado o género com mais

relevancia no cultivo de arvores de fruto do mundo. [57-62]

A espécie Citrus sinensis, mais usualmente designada pela arvore de fruto Laranjeira
(figura 4), representa um dos maiores grupos citricos cultivados globalmente, sendo
responséavel por 70% da producdo total de espécies de Citrus. Proveniente da Asia,
atualmente é cultivada por todo o Pacifico e zonas quentes do mundo. A laranjeira é assim
uma arvore de fruto perene que tem a capacidade de se adaptar a variados climas. A
arvore tem de altura 9 a 10 metros, com espinhos nos ramos. O pericarpo € constituido por

pequenas glandulas de 6leo aromatico responsaveis pelo cheiro caracteristico da laranja.

[57-62]
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Consumida por ser uma reconhecida fonte de vitamina C, que é um poderoso
antioxidante, o seu uso traduz-se em tratamentos para doencas como colicas, obstipacao,

diarreia, distarbios menstruais, depressao, entre outros. [57-62]

O 0leo essencial de C. sinensis é caracterizado por possuir varias atividades biologicas, tais
como antifiingica, antioxidante, anti-proliferante, sedativa, ansiolitica, entre outras. [57-
62]

C. sinensis é rica em compostos resultantes do metabolismo secundério muitas vezes
responsaveis pelas propriedades reconhecidas ao fruto. O 6leo essencial de C. sinensis
possui na sua constituicdo, o monoterpeno, D-limoneno, sendo esta a forma ativa do
limoneno. Este composto é responsavel por diversas bioatividades, entre elas, encontram-

se a atividade antioxidante, anti-inflamatoria, anticancerigena, entre outras. [57-62,52]

Posto isto, a espécie C. sinensis é considerada uma boa fonte de compostos que possuem

potencial de incorporacdo como ingredientes em formulacoes medicamentosas. [57-62]

Figura 4: Fotografia de Citrus sinensis (Jardim botanico UTAD).

1.4. Objetivo Geral

Esta dissertacao teve como principal objetivo analisar a caracterizacao e aplicabilidade de
trés oOleos essenciais provenientes de Syzygium aromaticum, Ocimum basilicum,
Origanum vulgare e de Citrus sinensis, obtidos por métodos de extracao distintos, como

ingredientes de interesse para a industria cosmética.

Numa perspetiva mais detalhada podem-se especificar os principais objetivos para o

desenvolvimento deste trabalho pratico:

o Caracterizar quimicamente os 6leos em estudo;
o Determinar in vitro o perfil antioxidante dos 6leos recorrendo-se ao método do

DPPH e ao método B-Caroteno/Acido linoleico

17



Estudo da estabilidade da atividade antioxidante de 6leos essenciais com interesse para a industria cosmética

o Determinar in vitro a atividade citotéxica dos 6leos na linha celular representativa
de queratindcitos humanos, HaCat;
o Estudar a estabilidade da atividade antioxidante dos 6leos recorrendo-se a testes

de estabilidade acelerada;

o Estabelecer uma relacao com as atividades estudadas antes e depois do ensaio de

estabilidade.
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Capitulo 2

Desenho Experimental

Com o objetivo de obter respostas para os objetivos propostos foi necessario realizar
previamente um desenho experimental. Com esta finalidade incluiu-se no estudo um o6leo
essencial proveniente da expressao da casca de Citrus sinensis (Ervitas Catitas, Portugal),
para além deste foram utilizados trés Oleos essenciais obtidos por hidrodestilacdo de
Sygyzium aromaticum (BonEscient, Franca), Origanum vulgare (F.J.Campos, Pontinha,
Portugal) e Ocimum basilicum (doacio de produtor local, Covilhd, Portugal). E de
salientar que todos os 0Oleos sao comerciais, obtidos através de pequenas empresas

dedicadas a producao de 6leos essenciais de producao biologica.

Sendo considerados como compostos instaveis devido a sua composicdo, € necessario
estudar a estabilidade dos oOleos essenciais. Contudo, primeiramente estudou-se a
capacidade antioxidante pelos seguintes métodos, o método de reducao do radical DPPH e
do sistema B-Caroteno/Acido linoleico. Com a perspetiva de os 6leos em estudo poderem
ser potenciais ingredientes cosméticos, € fundamental estudar a sua biocompatibilidade.
Para isto procedeu-se a realizacdo do ensaio MTT na linha celular de queratinocitos
humanos (HaCat). Para o estudo da estabilidade dos quatros 6leos essenciais realizou-se
um ensaio de estabilidade acelerada, onde aliquotas dos diferentes 6leos em estudo foram
sujeitas a temperaturas distintas (ambiente, 5°C e a 50°C) e expostas a luz, durante 8
semanas. Apos o término deste periodo, para verificar se a capacidade antioxidante dos
6leos em estudo sofreu alteracoes ou se se manteve constante, aplicaram-se novamente os
ensaios relativos ao estudo da capacidade antioxidante acima referidos. E de salientar que
se realizou o estudo de identificacdao e quantificacao dos compostos que constituem cada
6leo essencial por recurso a cromatografia gasosa acoplada a um espetrofotdbmetro de
massa (GC-MS), em aliquotas que ndo sofreram nenhum ensaio e nas aliquotas que foram

sujeitas a temperatura ambiente.
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Ensaio
DPPH

Sistema B-caroteno
/Acido linoleico

Ensaio
citotoxicidade

I

Testes de Estabilidade (durante
8 semanas)

Oleo Essencial

_—

Figura 5: Esquema representativo do desenho experimental executado
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Capitulo 3
Atividade Antioxidante

3.1 Determinacao da capacidade antioxidante por reducao
do DPPH

3.1.1 Consideracoes gerais

Para estudar a capacidade antioxidante de diferentes amostras, estao descritos inameros
métodos in vitro, tais como, o ensaio de reducao de DPPH, o ensaio de reducao de DMPD,

o ensaio da absorc¢ao de radicais oxigenados (ORAC), entre outros. [10,63-64]

O ensaio de reducdo do DPPH foi executado neste estudo pois é descrito como sendo um
método simples, econémico e eficiente que permite avaliar a capacidade antioxidante de
compostos, como por exemplo amostras liquidas, que sejam capazes de doar um atomo de
hidrogénio a molécula 2,2,-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH). O radical DPPH é considerado
um radical livre estavel, ndo necessitando de ser gerado, possuindo um eletrao
desemparelhado o que resulta na sua coloracdo distintiva, uma cor violeta profunda,
caracterizada por uma banda de absor¢do maxima numa solucio organica aos 517 nm.
Este método baseia-se na capacidade de uma amostra antioxidante doar um atomo de
hidrogénio ao radical dando assim origem a forma reduzida deste. Esta redugdo é
demonstrada pela perda gradual da coloracdo purpura e pelo aparecimento da cor
amarela, caracteristica da forma reduzida do radical. A capacidade antioxidante da
amostra em estudo é tanto maior quanto menor for a quantidade de radical DPPH nao
reduzido, consistindo entdo de um método indireto para a avaliacdo da capacidade

antioxidante. [10,63-64]

No que diz respeito a interpretacio dos resultados esta traduz-se no pardmetro
concentracao eficiente também designado por ECjo, isto é, a concentracao de amostra que
tem a capacidade para reduzir 50 % da concentracao inicial de DPPH e posteriormente o
valor do Indice de Atividade Antioxidante (IAA). E ainda de referir que o ensaio possui um
composto controlo cuja atividade antioxidante é estudada e conhecida, como por exemplo
o acido ascorbico. O ensaio pode ser utilizado em solventes organicos e por isso o
composto selecionado para a ocorréncia da reacao foi o metanol, uma vez que facilita a
extracdo dos compostos antioxidantes que estejam presentes na amostra em estudo.
[10,63-64]
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. H
03N N—N > OgMN N—N
NO 5 NO 2
Radical DPPH (cor roxa) DPPH reduzido (cor amarela)

Figura 6: Reacdo do radical DPPH adaptado da referéncia 63.

3.1.1.1. Objetivo

Este ensaio tem como objetivo determinar a capacidade antioxidante in vitro dos quatros
6leos em estudo, provenientes das espécies S. aromaticum, O. basilicum, O. vulgare e C.
sinensis, por meio da analise da capacidade que estes possuem em reduzir o radical DPPH.

3.1.2. Parte Experimental
3.1.2.1. Materiais e Métodos

3.1.2.1.1. Reagentes

Foi preparada uma solucao de 50 mL de DPPH (Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados Unidos
da América) com uma concentracdo de 0,05 mg/mL. Para isto, foi preparada uma
dissolucao de 0,0025 g de DPPH em 1 mL de metanol (Fisher Scientific, Reino Unido),

que posteriormente foi diluida em metanol num balao volumétrico de 50 mL.

Para controlo positivo foi preparada uma solucdo de 4cido ascorbico (Fisher Scientific,
Reino Unido), da mesma forma como se encontra descrito acima, uma solucao de 50 mL a
0,05 mg/mL. Primeiramente foi preparada uma dissolucao de 0,0026 g de acido ascorbico
em 1 mL de metanol, num eppendorf que de seguida foi dissolvida em metanol num balao

volumétrico de 50 mL.
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Ponderacodes

Quando expostas a luz tanto a solu¢do de DPPH e de 4cido ascorbico degradam-se, sendo
assim necessario que todo o material empregue no ensaio seja revestido com papel de
aluminio para assim garantir que as solucées nao comprometam os resultados do ensaio.
Por possuirem uma taxa de degradacao de 2-4 % por semana, ambas as solucées devem
ser mantidas a 4°C, todavia antes da sua utilizacdo estas devem estar a temperatura

ambiente.

3.1.2.1.2 Determinacao da capacidade antioxidante por reducao do
DPPH

A atividade antioxidante foi determinada pelo método DPPH, adaptado (62), do mesmo

modo para todos os 6leos em estudo.

Este tipo de metodologia pressup6e da necessidade de inclusdo de um controlo positivo,
composto que para esta atividade ja se encontra descrito na literatura, certificando a
correta manipulacao do procedimento. Na presente dissertacdo, o composto usado foi o

acido ascorbico, mais conhecida como Vitamina C.

1. Avaliacao da capacidade antioxidante da amostra

Para averiguar quais as concentracoes que se podem abranger na gama de trabalho, foram
preparadas diluicoes sucessivas da amostra em estudo, em falcons de 15 mL. Com esse
proposito prepararam-se 5 falcons com 9 mL de metanol cada um, sendo que no primeiro
foi adicionado 1 mL do 6leo essencial em estudo, correspondendo assim a uma diluicao de
1:10. De seguida, a partir do primeiro falcon, foram efetuadas dilui¢es sucessivas (1:10)
em metanol, procedendo-se da mesma forma, adicionando-se 1 mL do falcon anterior ao
falcon seguinte. Antes e apds as diluicoes as solucoes foram homogeneizadas e para tal
recorreu-se a um agitador vortex. Posteriormente, foi retirado 1 mL de cada uma das
dilui¢oes para um falcon previamente revestido com papel de aluminio, respetivo a cada
diluicao. A estes foi adicionado 1 mL da solu¢do de DPPH anteriormente preparada a 0,05
mg/mL. Todos os falcons foram incubados a temperatura ambiente durante 30 minutos
para garantir que a reacao de reducao tinha ocorrido verificando-se uma alteragdo da

coloracao da solucgao de roxo (DPPH nao reduzido) para amarelo (DPPH reduzido).

Concluido o tempo de incubacao, foi comprovado que se obteve um gradiente de reducao

de DPPH pelo 6leo em estudo, de amarelo para roxo. Assim, foi possivel selecionar a gama
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de trabalho, que corresponde as diluicoes a partir das quais se observa o aparecimento da

cor amarela e uma perda gradual da cor roxa.

2, Determinacao do valor de EC50

Para este ensaio foi necessario a preparacao de 2 placas de 96 pogos nao estéreis, onde
uma representa a analise do DPPH e do 4cido ascorbico e a outra placa serve para a

analise dos 6leos essenciais em estudo.

Com uma pipeta multicanal foi adicionado 100 uL de metanol em todos os pocos exceto
nos pocos da coluna 1. Na primeira placa, considerada a placa padrao, foi adicionado 300
uL de acido ascorbico a 0,05 mg/mL aos pocgos, D1, E1, F1, G1, H1, e seguidamente
fizeram-se dilui¢Ges sucessivas de 200 pL nos 100 pL que se encontravam distribuidos ao
longo da placa. Para o DPPH a 0,05 mg/mL procedeu-se de igual forma, para as linhas A1,
B1 e C1. Deste modo as dilui¢oes obtidas sao de 1:1,5. Posteriormente a realizacao das
dilui¢oes, adicionou-se 100 pL de metanol aos pocos das linhas A, B e C, de forma a
garantir um volume final em cada poco de 200 pL. Por tultimo, foi adicionado 100 pL de
DPPH aos pocos das linhas F a H. Como as solucoes sdo sensiveis a luz, a placa foi
envolvida em papel de aluminio e posta a incubar durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Apds o periodo de incubacao, a absorvancia de cada pogo foi medida num leitor

de microplacas a 517 nm.

No que diz respeito a preparacao da segunda placa, isto é, a placa com os 6leos em estudo,
procedeu-se de igual forma num primeiro momento, ou seja, colocou-se 100 uL de
metanol em todos os pocos exceto nos pocos da coluna 1. A seguir adicionou-se 300 pL da
diluicao do 6leo essencial em estudo ao poco A1, B1 e C1 e dilui-se seriadamente 200 pL
nos 100 pL de metanol que ja se encontrava em todos os pocos da placa. Foi repetido o
mesmo procedimento para as linhas D1, E1 e F1, sendo obtidos dilui¢des 1:1,5. Finalmente
adicionou-se 100 pL da solu¢do de DPPH aos pocos das linhas A a C e metanol as linhas D,
a F. Envolveu-se a placa com papel de aluminio e colocou-se a incubar a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Findo o periodo de incubacao, verificou-se visualmente o
perfil sequencial de redu¢ao do DPPH (de amarelo para roxo). Por fim a absorvéncia de

cada poco da placa foi lida num leitor de microplacas (Biorad, Téquio, Japao) a 517 nm.

As tabelas seguintes de 1 a 4 apresentam a concentracoes em teste para os dleos essenciais.
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Tabela 1 - Tabela resumo da concentracao para analisar a atividade antioxidante do 6leo essencial S.
aromaticum em estudo.

Oleo Essencial Condicao Concentracao (%)
Inicial 0,1 (Diluicao 1:1000)
500 0,0? (Diluicao
1:10000)
. o 0,01 (Diluicao
S. aromaticum 50°C 1:10000)
0,01 (Diluicao
Tambiente .
1:10000)
Luz 0,01 (Diluicao

1:10000)

Tabela 2 - Tabela resumo da concentragio para analisar a atividade antioxidante do 6leo essencial O.
basilicum em estudo.

Oleo Essencial Condicao Concentracao (%)
Inicial 0,1 (Diluicao 1:1000)

5°C 0,1 (Diluicao 1:1000)

O. basilicum 50°C 0,1 (Diluicao 1:1000)
Tambiente 0,1 (Diluicao 1:1000)

Luz 0,1 (Diluicao 1:1000)
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Tabela 3 - Tabela resumo da concentracao para analisar a atividade antioxidante do 6leo essencial O. vulgare
em estudo. “Ensaio nao realizado” — amostra indisponivel para realizar o ensaio.

Oleo Essencial Condicao Concentracao (%)
Inicial 1 (Dilui¢ao 1:100)
5°C 1 (Diluicao 1:100)
O. vulgare 50°C 1 (Dilui¢ao 1:100)
Tambiente 1 (Diluicao 1:100)

Luz Ensaio nao realizado

Tabela 4 - Tabela resumo da concentracgio para analisar a atividade antioxidante do 6leo essencial C. sinensis
em estudo. “Ensaio nao realizado” — amostra indisponivel para realizar o ensaio.

Oleo Essencial Condicao Concentracao (%)
Inicial Puro
5°C Puro
C. sinensis 50°C Ensaio nao realizado
Tambiente 1 (Diluicao 1:10)
Luz Ensaio nao realizado
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3.1.2.2 Esquema representativo da metodologia aplicada

Uy O

9 mL de Metanol 9 mL de Metanol
+

1 mL de 6leo essencial

1 mL (Dilui¢éo 1:10)

= . 5 A - A L -~
\_/ \_/ / N/
Diluicido  1:10 1:100 1:1000 1:10000
1 mL da respetiva dilui¢do
= ") = -] =

QO U g g

1 mL da solugdo de DPPH (0,25mM)

1.
2.

Envolver os tubos em papel de aluminio;

Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente;
3. Determinar a gama de trabalho em estudo.

Figura 7: Esquema representativo da metodologia realizada para determinar a capacidade antioxidante por

reducio do DPPH: determinacdo da gama de trabalho. Os niimeros demonstram a ordem dos passos pelo qual
se procedeu na elaboracao do método.
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©

Solugdo de DPPH Solucdo de acido ascorbico(0,25mM)
(0,25mM)

Placa de 96 pocos ndo estéril 3 A

1. DiluigGes das respetivas soluges nos pocos reservados para cada solugio;
2. Envolver em papel de aluminio;
3. Incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos,
4. Ler absorvancia da placa a 517 nm

Figura 8: Esquema representativo da metodologia aplicada para determinar a capacidade antioxidante por
reducdo do DPPH: preparacdo da placa padrdo com DPPH e o antioxidante padrio, o acido ascérbico. A

numeracao representa a ordem dos passos durante a realizacao do ensaio.
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1 O

\/

Diluicao da amostra em estudo

Placa de 96 pocos ndo estéril

1. DiluigGes das respetivas solucdes nos pogos reservados para cada solugéo;
2. Envolver em papel de aluminio;
3. Incubar & temperatura ambiente durante 30 minutos,
4. Ler absorvéancia da placaa 517 nm

Figura 9: Esquema representativo da metodologia efetuada para determinar a capacidade antioxidante por

reducdo do DPPH: preparacao da placa com amostra em estudo. A numeracao representa a ordem dos passos

durante a realizacao do ensaio.
v el s a5 6 [ 7 [ 8 [ o[ ]ulow
Linha Concentraciao (mg/mL)
0,0250 | 0,0167 | 0,0111 | 0,0074 | 0,0049 | 0,0033 | 0,0022 | 0,0015 | 0,0010 | 0,0007 | 0,0004 | 0,0003

T Qb |H|glQ|w|»>

Figura 10: Representacio esquemaética da placa padrio (96pocos) para a determinacio do ECso do Acido

ascorbico e do DPPH no estudo da capacidade antioxidante por redu¢ao do DPPH.

Legenda:
o Contorno a negrito representa a placa de 96 pogos nio estéril;
o Os espacos a cinzento-escuro correspondem aos pogos que contiveram as dilui¢oes de DPPH em
metanol;
o A coloracdo cinzenta reflete os pocos com as dilui¢es do Acido ascorbico em metanol e DPPH;
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Os espacos a cinzento-claro representam os pocos com as diluices de Acido ascérbico apenas em metanol.

v o2 | s a s 6 | 7 [ 8 | o |w ]| u |
Linha Concentracio (uL/mL)
100 67 44 30 20 13 9 6 4 3 2
A
B
C
D
E
F
G
H

Figura 11: Representacio esquemaética da placa de 96 pocos para a determinacio do EC50 dos 6leos essenciais
em estudo para consequentemente estudar a capacidade antioxidante da amostra.

Legenda:
o Contorno a negrito representa a placa de 96 pogos nao estéril;
o  Os espagos a cinzento-escuro correspondem aos pogos que contiveram as diluicées do dleo essencial
em estudo em metanol e DPPH;

o A coloragao cinzenta reflete os pogos apenas com as diluic6es do dleo essencial em estudo em
metanol

3.1.2.3. Tratamento dos resultados

Para a analise dos resultados obtidos neste método, realizaram-se 4 ensaios
independentes para cada 6leo essencial. Assim realizaram-se dois ensaios antes de se
proceder ao ensaio de estabilidade acelerada e dois ensaios para cada uma das aliquotas
que foram sujeitas as condicoes do teste de estabilidade, perfazendo um total de quatro
ensaios independentes. Teve-se em conta as absorvancias das solucoes nas placas de 96

pocos de cada ensaio lidas a 517 nm, num leitor de microplacas.

O tratamento e posterior analise dos resultados foi conseguido recorrendo a folhas de
calculo do Excel (Microsoft Office Professional Plus 2016), onde foram introduzidos os

valores das absorvancias obtidas, procedendo-se aos passos abaixo descritos:

1. Construcio da curva de calibracao do DPPPH: os valores da absorvancia do DPPH

nas diferentes concentracoes, assim como estas, foram introduzidas na folha de
calculo correspondente ao ensaio a fim de se construir a curva de calibracao do
DPPH e obter o declive da mesma. E de frisar que o coeficiente de correlacdo (R)
da reta resultante deve ser superior a 0,97 e esta deve ser construida com um

minimo de cinco valores.
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2. Construcao da reta padrao do controlo- Determinacao da EC;,: na folha de calculo
foram introduzidos os valores de absorvancia dos pogos que continham acido

ascorbico sem adi¢do de DPPH, calculando a média que foi subtraida a média das
absorvancias das concentracoes de acido ascoérbico com adicio de DPPH.
Posteriormente, o valor de EC;, do acido ascorbico foi calculado, utilizando a
equacao da reta de calibracdo, obtendo entao a concentracao de DPPH que nao foi
reduzida em cada poco. Em seguida foi calculada a concentracao de DPPH que foi
efetivamente reduzida, procedendo-se a subtracdo dos valores obtidos
anteriormente (concentracao inicial de DPPH). Seguidamente foi calculada a
percentagem de reducao do DPPH, multiplicando a concentracdo de DPPH que foi
reduzida por 100 e dividindo pela concentraciao inicial de DPPH, e com estes
valores foi construida a respetiva equacao da reta que representa a percentagem de
reducdo. Os coeficientes de correlacao foram superiores a 0,90 sendo construida
com um minimo de cinco valores. Por fim o valor de ECy, foi calculado através da
equacao da reta da percentagem de reducao do DPPH.

3. Determinacdo do EC;, dos Oleos essenciais em estudo: Foi realizado o mesmo

procedimento descrito no ponto 2 apenas se substituiu os valores de absorvancia
do 4cido ascdrbico pelos valores de absorvancia obtidos para os 6leos essenciais em
estudo.

4. Determinacdo do Indice de Atividade Antioxidante (IAA): Apés calculado o ECso
procedeu-se ao calculo do IAA. Este foi conseguido pela divisao do EC5, obtido no

ponto 3 pela concentracdo maxima de DPPH utilizada no ensaio.

3.1.3. Discussao de resultados

A atividade antioxidante dos 6leos essenciais de C. sinensis, S. aromaticum, O. basilicum
e de O. vulgare é analisada e discutida neste capitulo, por meio da capacidade de o 6leo
conseguir reduzir 50 % da concentracao inicial de DPPH, (Concentracao Eficiente: ECs,) e,
por conseguinte, comparar a atividade obtida para o 6leo essencial com um composto
conhecido cujo a sua atividade é conhecida, o 4cido ascorbico. Posteriormente esta

atividade é relacionada com a composicao quimica do 6leo essencial.

O acido ascoérbico, frequentemente mais conhecido como Vitamina C, é descrito na
literatura como o composto padrao amplamente utilizado no método do DPPH, uma vez
que para além de ser um forte agente redutor, também a sua atividade antioxidante é bem
definida. Todavia, a sua atividade depende de intimeros fatores como a concentracao

inicial tanto do DPPH como do acido ascérbico, o tempo de reacao, entre outras. Assim,
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com as diversas variaveis enumeradas anteriormente, torna-se dificil estabelecer relagoes

entre os variados estudos.

No presente estudo ambas as solu¢oes de DPPH e de acido ascorbico apresentavam uma
concentracao inicial de 0,0250 mg/mL, apresentando esta dltima uma média de valores

dos dois ensaios realizados de ECs, de 1,4712 ug/mL (tabela 5).

No que diz respeito a analise dos resultados obtidos para cada dleo essencial, analisaram-
se os valores de ECy, e o Indice de Atividade Antioxidante (IAA). Com base no valor obtido
de TAA, é possivel classificar uma amostra quanto a sua atividade antioxidante: se IAA <
0,5 a atividade antioxidante é pobre, 0,5 < IAA < 1,0 a atividade antioxidante é moderada,
1,0 < IAA < 2,0 a atividade antioxidante é forte e por ultimo se IAA > 2,0 a atividade

antioxidante é muito forte.

Tabela 5 - Valores de ECso (ug/mL) e do respetivo Indice de Atividade Antioxidante (IAA) do antioxidante
padrio, 4cido ascorbico.

EC;50 (g/mL) Média IAA Meédia
1,2634 0,0198

Acido ascérbico 1,4712 0,0174
1,6797 0,0149
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Tabela 6 - Valores de ECso (ug/mL) e do respetivo Indice de Atividade Antioxidante (IAA) dos 6leos essenciais
de C.sinensis, S.aromaticum, O.basilicum e O.vulgare.

Oleo essencial ECso Média IAA Média
(ng/mL)
23,7973 0,0001
C.sinensis (21:41’ 8894) 0,0001
: 0445 (£0,0000)
25,9816 0,0001
0,0008 2,86
0,0007 318
S. ti 40,0001 ’
aromaticum ( ) (£0,45)
0,0007 3,49
0,0016 1,53
0,0016 1,57
O.basilicum (2£0,0000) (£0,06)
0,0016 1,61
0,3383 0,01
0,3078
0,01
O.vulgare (+£0,0432) (+£0,00)
0,2772 0,01
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Tabela 7 - Valores de ECso (ug/mL) e do respetivo indice de Atividade Antioxidante (IAA) das aliquotas dos
6leos essenciais de C.sinensis, S.aromaticum, O.basilicum e O.vulgare sujeitos a temperatura de 5°C do

ensaio de estabilidade acelerada.

Condicao Oleo Essencial ECso Média IAA Média
(ng/mL)
18,9896 17,3214 0,0001 0,0002
C.sinensis (£2,3592) (+x0,0001)
15,6531 0,0002
0,0005 0,0007 4,62 3.90
S.aromaticum (£0,0002) (£1,02)
0,0008 3,18
Temperatura
5°C
0,0055 0,0047 0,45 0.5
O.basilicum (+x0,0012) (+0.14)
0,0038 0,65
0,0641 0,0552 0,04 0.05
O.vulgare (£0,0126) (£0,01)
0,0463 0,05

Tabela 8 - Valores de ECso (ug/mL) e do respetivo Indice de Atividade Antioxidante (IAA) das aliquotas dos
o6leos essenciais de C.sinensis, S.aromaticum, O.basilicum e O.vulgare sujeitos a temperatura de 50°C do

ensaio de estabilidade acelerada.

EC50

Condicao Oleo Essencial Média IAA Média
(ng/mL)
0,000 ,
3 0,0003 9,79
S.aromaticum (£0,0000) 9,24
) ’ (z0,78)
0,0003 8,68
Temperatura
50°C
0,0061 0,41
A 0,0051 0,51
O.basilicum (£0,0014) (+0.14)
0,0041 0,61
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Tabela 9 - Valores de ECso (ug/mL) e do respetivo Indice de Atividade Antioxidante (IAA) das aliquotas dos
6leos essenciais de C.sinensis, S.aromaticum, O.basilicum e O.vulgare sujeitos a temperatura ambiente do

ensaio de estabilidade acelerada.

EC50

Condicao Oleo Essencial Média TIAA Meédia
(ng/mL)
2,0057 0,0012
2,7854
C.sinensis (£1,1027) o
. ) (+1,1027)
3,5651 0,0007
0,0006 4,06
. 0,0007 3,85
S.aromaticum (+£0,0001) (+0,30)
0,0007 3,64
Temperatura
ambiente
0,0043 0,58
ors 0,0046 0,55
O.basilicum (+£0,0004) (+0,04)
0,0048 0,52
0,0749 0,03
0,0720 0,04
O.vulgare (+£0,0066) (+0,01)
0,0655 0,04
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Tabela 10 - Valores de ECso (ug/mL) e do respetivo Indice de Atividade Antioxidante (IAA) das aliquotas dos
6leos essenciais de C.sinensis, S.aromaticum, O.basilicum e O.vulgare sujeitos a luz do ensaio de estabilidade
acelerada.

EC50

Condicao Oleo Essencial Média IAA Meédia
(ng/mL)
0,0005 4,76
0,0005 6
S.aromaticum (+£0,0000) (14(,)928)
0,0005 5,16
0,0082 0,31
.re 0,0069 0,38
Luz O.basilicum (+0,0018) (+0,10)
0,0056 0,45
0,0170 0,15
0,0203 0,13
O.vulgare (£0,0047) (+0,03)
0,0236 0,11

3.1.3.1 Oleo Essencial de Citrus sinensis

O Oleo essencial de C. sinensis apresentou atividade antioxidante numa concentracao de
100%, isto é, puro, necessitando de um periodo superior ao recomendado, isto é, 30
minutos, para se verificar um perfil sequencial de reducdo do radical de DPPH,
apresentando uma média de valores de Ec;, de 24,8894 ug/mL e consequentemente um
valor de IAA de 0,0001 (tabela 6), o que corresponde a uma atividade antioxidante pobre.
Sendo um o6leo essencial, este € uma mistura de compostos, porém existe um composto
maioritario, no caso do 6leo essencial da casca da laranja o composto é o D-limoneno, um
monoterpeno com atividade antioxidante eficaz contra a peroxidacao lipidica e contra os

radicais livres induzidos pelo dano celular. (61)

Contudo, comparando a concentracao necessaria para reduzir 50 % do radical livre DPPH,
verificou-se que é necessaria uma concentracao muito elevada em comparativamente com
o antioxidante padrao e com os restantes 6leos essenciais em estudo. Assim conclui-se que
o 6leo essencial de C. sinensis é o menos eficaz em transferir um eletrdo de forma a reduzir

o radical DPPH, resultando numa atividade antioxidante baixa.

Apoés as aliquotas de dleo serem sujeitas ao ensaio de estabilidade acelerada, verificou-se

se a atividade antioxidante se manteve estavel ou sofreu alteracoes. Apenas as aliquotas
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que estiveram sujeitas a temperatura de 5°C e a temperatura ambiente, foram elegiveis
para a realizacdo do ensaio. Em ambas as aliquotas constatou-se que a atividade
antioxidante sofreu alteracoes, uma vez que o EC;, € 0 IAA aumentaram. Porém, entre as
aliquotas também se verificaram diferencas no ECs, e respetivo IAA. Na aliquota sujeita a
temperatura de 5°C, o ensaio de reducdao de DPPH realizou-se com uma concentracao de
6leo a 100%, ou seja, puro, sendo necessaria uma concentracao média capaz de reduzir o
radical DPPH de 17,3214 ug/mL (tabela 7), resultando num IAA de 0,0002. No que diz
respeito a aliquota sujeita a temperatura ambiente o EC;, é de 2,7854 ug/mL (tabela 9),
resultando assim num IAA superior aos obtidos anteriormente, de 0,001, e a concentracao
inicial é de 10%, uma vez que se procedeu a uma diluicdo de 1:10. Comparando s as
concentracoes utilizadas do 6leo essencial verificou-se que seria expectavel que o ECs, € 0
IAA fossem superiores na aliquota que sofreu a diluicdo, o que foi confirmado com os
resultados obtidos. Uma das possiveis razoes para o aumento do EC5o e do IAA na aliquota
sujeita a temperatura ambiente é a sinergia entre o composto maioritario D-limoneno e o
composto linalool, uma vez que individualmente ambos possuem atividade antioxidante,
resultando assim numa interacdo entre os compostos para aumentar a atividade

antioxidante do 6leo essencial de C. sinensis.

De uma forma geral, pode-se concluir que a atividade antioxidante do 6leo essencial de C.
sinensis aumentou nas aliquotas em estudo, comparativamente com a aliquota inicial,
uma vez que esta é aquela que apresenta um maior EC;, e consequentemente um IAA
inferior. Todavia, pode-se concluir que a estabilidade acelerada, aumenta a atividade
antioxidante do 6leo essencial de C. sinensis demonstrando que com o avancar do tempo,
a percentagem de compostos vai variando resultando num aumento das bioatividades,

devido a estes reagirem de uma forma sinérgica.

3.1.3.2 Oleo essencial de Sygyzium aromaticum

O 6bleo essencial de S. aromaticum, é reconhecido na literatura como um 6leo com um
poder antioxidante elevado, e 0 mesmo foi comprovado com os resultados obtidos neste
estudo. A concentracao ideal para estudar a atividade antioxidante foi a concentracao de
0,1% (diluicao 1:1000), uma vez que foi nesta concentracdo que se encontrou o perfil
sequencial de reducao do radical de DPPH. Realizando dois ensaios independentes
averiguou-se que a média de EC;o é de 0,0007 pg/mL, traduzindo num IAA de 3,18 (tabela
6), e segundo a classificacao de IAA, este 6leo possui uma atividade antioxidante muito
forte. Comparativamente com o antioxidante padrao, o 6leo essencial mostrou ser mais

eficaz uma vez que possui um ECj, inferior.
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Quimicamente, o 6leo essencial de S. aromaticum possui na sua constituicdo o composto
maioritario eugenol, descrito na literatura como um potente composto antioxidante.
Assim pode-se considerar que o possivel responsavel pela atividade antioxidante é o

eugenol.

As aliquotas sujeitas ao ensaio de estabilidade foram estudadas para averiguar se a
atividade antioxidante sofreu alteracdes ou se manteve constante. E de salientar que todas

as aliquotas foram analisadas uma vez que eram elegiveis para a realizacao do ensaio.

A aliquota sujeita a temperatura de 5°C mostrou um ligeiro aumento do IAA, no entanto
ndo é um aumento muito significativo, uma vez que a média do IAA dos dois ensaios é de
3,90 (tabela 7). Com isto pode-se afirmar que a atividade antioxidante a 5°C nao sofreu
modificacoes podendo ser considerada constante quando comparada com a aliquota
inicial. Contudo a concentracao de teste € inferior a concentracao da aliquota inicial, ou
seja, trabalhou-se com uma concentracao de 0,01% (diluicao de 1:10000) em vez de 0,1%,
assim pode-se concluir que a percentagem de eugenol sera maior fazendo com que seja
necessario menos quantidade de 6leo para obter a reducio de 50 % da concentracao inicial

de DPPH, mantendo o IAA praticamente constante.

No que diz respeito a aliquota que se manteve a temperatura ambiente, a concentragado de
teste foi de 0,01%, e 0 ECs, médio para os dois ensaios foi de 0,0007 pg/mL, mostrando
que é necessario menos quantidade de amostra para reduzir 50 % da concentracao inicial
de DPPH quando comparada com o ECs, do ensaio inicial (0,0007 pug/mL) (tabela 9).
Porém o IAA obtido para a aliquota a temperatura ambiente foi aproximadamente igual ao
da aliquota a 5°C, o que mostrou que a atividade antioxidante se manteve constante entre
estas duas aliquotas, mas também como o aumento nao é muito significativo afirma-se
que se manteve constante com o IAA inicial pois ambos se encontram com a mesma
ordem de grandeza. Pode-se concluir que apesar de ser necessario uma quantidade
inferior de amostra para reduzir 50% da concentracio inicial de DPPH, mas o IAA

manteve-se constante.

As aliquotas em que se constatou um aumento da atividade antioxidante foi a aliquota
sujeita a 50°C e a aliquota exposta a luz. Apesar disso ambas as aliquotas foram testadas a
uma concentracao de 0,01% como as aliquotas anteriores, entao pode-se afirmar que o
ECso sera inferior ao do ensaio inicial. A aliquota exposta & luz apresentou um EC;, de
0,0005 pg/mL traduzindo num IAA de 4,96 (tabela 10), sendo considerado uma atividade
antioxidante muito forte uma vez que ultrapassa o valor de 2,00 no IAA. A aliquota com

um TAA superior de 9,24 é a aliquota que se manteve a 50°C, sendo que € a aliquota que
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apresenta o EC5, mais baixo entre todas as aliquotas em estudo, de 0,0003 pg/mL. Em
ambas as aliquotas pode-se concluir que a atividade antioxidante aumentou
significativamente podendo traduzir-se num aumento da concentracdo do composto
maioritario, eugenol, possivelmente devido a evaporacao de diversos compostos que
inicialmente podiam ter um comportamento que interferisse com o composto maioritario

levando a uma diminuicao da bioatividade do mesmo.

Em suma, o valor de EC;, diminuiu em todas as aliquotas demonstrando assim a
diminuicdo da concentracdo necessaria para reduzir 50% da concentracdo inicial de
DPPH, contudo a aliquota a 5°C e a temperatura ambiente foram aquelas em que a
atividade antioxidante se manteve constante. E de salientar que todas as aliquotas
apresentaram um ECs, inferior ao do antioxidante padrao, comprovando assim o interesse

deste 6leo como antioxidante natural.

3.1.3.3 Oleo essencial de Ocimum basilicum

O o6leo essencial de O. basilicum foi testado a uma concentracao de 0,1% (diluicdo de
1:1000), possuindo um EC50 médio entre dois ensaios independentes de 0,0016 ug/mL,
resultando consequentemente num IAA de 1,57 (tabela 6), sendo considerada uma

atividade antioxidante forte.

Quimicamente, o 6leo essencial de O. basilicum possui um composto maioritario, o
linalool, composto conhecido pela sua atividade antioxidante, contudo também apresenta
numa percentagem razoavel o eucaliptol. Embora o linalool seja um composto descrito
como um potente antioxidante, o seu poder pode estar a ser diminuido pela percentagem
de eucaliptol encontrada no 6leo essencial de O. basilicum, justificando assim o IAA

obtido para este 6leo.

Quando comparado com o antioxidante padrao utilizado verificou-se que este apresenta
um ECs;, de 1,4712 ug/mL, superior ao do ECs, do 06leo essencial de O. basilicum,

demonstrando assim que o dleo essencial tem uma atividade antioxidante superior.

Apobs o estudo de estabilidade acelerada, constatou-se que todas as aliquotas eram

adequadas para a realizacao do ensaio de reducao do radical DPPH.

No que diz respeito a aliquota a 5°C a concentragao testada foi a mesma que a inicial, ou
seja, 0,1% (diluicdo de 1:1000), resultando num Ec;, de 0,0047 pg/mL e
consequentemente um IAA de 0,55 (tabela 7), o que traduz que a atividade antioxidante

sofreu uma reducao significativa, passando de um antioxidante forte para uma atividade
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antioxidante moderada. O resultado de IAA era expectavel uma vez que o ECs, é superior
em relacdo ao ECy, inicial, demonstrando que € necessaria uma concentracao mais elevada
de Oleo essencial para reduzir 50% da concentracdo inicial do radical DPPH, logo a

atividade antioxidante sera menor.

A aliquota exposta a temperatura de 50°C mostrou um comportamento semelhante a
aliquota de 5°C, resultando num Ecs;, de 0,0051 pg/mL, superior ao inicial o que vai
traduzir numa diminuicao do IAA, dando origem a uma atividade antioxidante moderada,

pois o IAA ¢é de 0,51 (tabela 8).

Com um comportamento semelhante as aliquotas anteriormente referidas, a aliquota
sujeita a temperatura ambiente possui um ECy;, de 0,0046 pg/mL e um IAA de 0,55
(tabela 9), qualificando assim a atividade antioxidante desta aliquota como moderada.
Comparando as trés aliquotas expostas a temperaturas diferentes pode-se concluir que o
IAA se manteve constante entre as trés aliquotas , deduzindo-se assim que as estas
possuem a mesma constituicdo, sendo o composto maioritario, o linalool seguido do
eucaliptol contudo em relacdo a amostra inicial este ultimo encontra-se em maior
percentagem o que pode induzir a diminui¢do da atividade antioxidante nas aliquotas
sujeitas as diferentes temperaturas, uma vez que pode aumentar uma outra bioatividade,
estando esta camuflada na amostra inicial uma vez que a percentagem era mais baixa o

que nao interferia com a atividade antioxidante do linalool.

Em relacdo a aliquota exposta a luz, o valor de EC;, médio foi de 0,0069 pg/mL, superior
a todos os ECs, obtidos para as anteriores aliquotas, o que se vai refletir numa diminuigao
do IAA, sendo este de 0,38 (tabela 10) com uma concentracao de teste de 0,1% (diluicao de
1:1000). Estes resultados podem derivar de um aumento da percentagem de diversos
compostos que competem com o linalool e diminuem a atividade antioxidante do 6leo

essencial de O. basilicum.

Em suma, a aliquota do ensaio inicial foi aquela que demonstrou um comportamento
antioxidante forte, até mais que o antioxidante padrao e que as aliquotas sujeitas ao ensaio
de estabilidade acelerada. Contudo, apesar de todas as aliquotas em estudo serem testadas
a mesma concentracdo da aliquota inicial, 0,1%, o EC5, e consequentemente o IAA
sofreram alteracoes, mais concretamente o ECs, foi superior em todas as aliquotas sujeitas
ao ensaio de estabilidade que se traduz numa diminuicao do IAA. Por isso conclui-se que
com o ensaio de estabilidade houve um aumento de percentagem de diversos compostos
entre eles o eucaliptol que competem com o linalool e diminuem a eficacia deste como um

composto antioxidante.
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3.1.3.4. Oleo essencial de Origanum vulgare

O o0leo essencial de O. vulgare foi testado a uma concentracao inicial de 1% (diluicao
1:100), resultando num Ecs, de 0,3078 ug/mL, e como o valor obtido é elevado, como
consequéncia o IAA vai ser baixo, sendo este de 0,01 (tabela 6). Com o valor obtido de
IAA, podemos concluir que a atividade antioxidante do 6leo essencial de O. vulgare é

pobre uma vez que se € inferior a 0,5.

Na sua constituicao o 6leo essencial de O. vulgare é composto por inGmeros compostos
entre eles, o carvacrol, sendo este o composto maioritario, e o D-limoneno. Apesar de
ambos os compostos possuirem atividade antioxidante, conclui-se que estes compostos
nao sao eficazes a reduzir o radical DPPH, traduzindo a baixa atividade antioxidante
obtida.

Contudo, comparando com o antioxidante padrao, o 4cido ascérbico, este apresenta um
ECso superior (1,4712 ug/mL) (Tabela 5) ao obtido do o6leo essencial em estudo,
demonstrando assim que o 6leo essencial de O. vulgare possui uma maior atividade

antioxidante que o antioxidante padrao.

Com o fim do ensaio de estabilidade acelerada apenas trés das quatro aliquotas foram
selecionadas para a repeticao do ensaio de reducao do radical DPPH, pois apenas estas

apresentam as condi¢Oes necessarias a sua realizacao.

A aliquota sujeita a temperatura de 5°C foi testada a uma concentracao de 1% (diluicao
1:100), resultando num valor obtido de EC;, de 0,0552 ug/mL e de IAA de 0,05 (tabela 7),
sendo classificada como uma atividade antioxidante pobre uma vez que é inferior a o,5.
Comparando com o antioxidante padrdo o 6leo essencial em estudo possui um ECso
inferior o que traduz uma maior atividade antioxidante do o¢leo. Contudo
comparativamente com a amostra inicial o aumento do IAA foi pouco significativo o que

pode traduzir que a atividade antioxidante se manteve praticamente estavel.

Em relacio a aliquota exposta a temperatura ambiente, este apresentou uma média de
ECso de 0,0720 ug/mL e um IAA de 0,04 (tabela 9), o que representa uma atividade
antioxidante pobre. Apesar disso, pode-se concluir que as aliquotas sujeitas a diferentes
temperaturas se encontram com atividade antioxidantes semelhantes o que pode
significar que a composicao do 6leo essencial de O. vulgare é similar. Comparativamente
com a composicao da amostra inicial, o composto maioritario é o mesmo, o carvacrol,

porém a percentagem de D-limoneno € inferior, o que pode indicar que este ultimo
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composto poderia interferir com a atividade do carvacrol levando a uma diminuigao da

bioatividade do mesmo.

No que diz respeito a aliquota exposta a luz, esta foi aquela onde se mostrou um aumento
significativo da atividade antioxidante uma vez que o EC;, obtido foi de 0,0203 ug/mL
resultando num IAA de 0,13 (tabela 10), contudo continua a possuir uma atividade

antioxidante pobre, uma vez que o IAA é abaixo de 0.5.

E de salientar que todas as aliquotas apresentaram um ECs, inferior ao valor obtido para o
antioxidante padrao, confirmando que o 6leo essencial é mais eficaz na reducao do radical
DPPH.

Apesar de a amostra inicial e as aliquotas referentes ao teste de estabilidade terem sido
testadas a mesma concentracao, 1% (diluicdo 1:100), a atividade antioxidante nao se
mostrou constante. Assim nao se pode considerar que a atividade antioxidante do 6leo

essencial de O. vulgare seja estavel ao longo do tempo

3.1.4. Conclusoes e Perspetivas futuras

O ensaio de reducgdo do radical de DPPH mostrou ser um método eficaz para avaliar a
atividade antioxidante dos Oleos essenciais em estudo, j& que permitiu verificar a

estabilidade da bioatividade nas diferentes aliquotas.

O 06leo que demonstrou uma atividade antioxidante superior foi o 6leo essencial de S.
aromaticum, mantendo constante o seu IAA demonstrando ser um o6leo estavel em
diferentes condi¢oes. Contudo, o 6leo essencial que sofreu um decréscimo significativo na
sua atividade antioxidante foi o 6leo de O. basilicum, resultando assim numa atividade
antioxidante pouco estavel ao longo do tempo. Apesar disso, todos os 6leos essenciais,
exceto o Oleo essencial de C. sinensis, mostraram ter um comportamento mais
antioxidante que o 4cido ascorbico, corroborando assim a hipotese da sua utilizagdo como
ingredientes ativos em produtos cosméticos, nomeadamente em cosméticos

antienvelhecimento, principalmente o 6leo essencial de S. aromaticum.

Futuramente, para uma melhor analise do 6leo essencial de C. sinensis podera ser
interessante diminuir a concentragdo inicial de DPPH, facilitando assim a reducdo do
DPPH por parte dos compostos do 6leo em questdo. No que diz respeito aos Oleos
essenciais seria importante estudar isoladamente os compostos maioritarios de cada 6leo
para confirmar a sua contribuicdo na atividade antioxidante associada aos 6leos em

estudo.
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3.2. Sistema B-Caroteno/Acido linoleico

3.2.1 Consideracoes gerais

Os organismos vivos encontram-se cada vez mais expostos a radicais livres, podendo estes
ser provenientes do metabolismo como subprodutos ou da oxidacdo de diferentes
moléculas como por exemplo de lipidos (peroxidacao lipidica). Todavia, a oxidagao é
considerada um processo essencial para todos os organismos, dado que a energia
resultante é necessaria para o bom funcionamento dos mesmos, porém quando existe um
desequilibrio entre os radicais livres e as defesas antioxidantes ocorre o que se denomina
de stresse oxidativo. Este desregula um espetro de funcoes celulares levando ao
aparecimento de diversas patologias. Uma vez que a eliminacdo de radicais € inerente a
defesa antioxidante, é de extrema relevancia avaliar a eficacia de diversos antioxidantes
como o exemplo dos 6leos essenciais na eliminacao dos radicais livres, sendo que para isto
foram desenvolvidos diversos métodos in vitro onde se engloba o sistema f3-

Caroteno/Acido linoleico. [10,65-69]

Considerado como um dos métodos mais utilizados por ser rapido e eficaz, o ensaio [-
Caroteno/Acido linoleico, baseia-se na capacidade de a amostra conseguir retardar ou
inibir a peroxidacdo lipidica. Este consiste na oxida¢cdo do (-Caroteno induzida pelos
produtos resultantes da peroxidagao lipidica do acido linoleico, como o radical peréxido
LOO-. Assim, o método funciona numa emulsao de -Caroteno que é descolorada pelos
radicais livres gerados pela oxidagdo do acido gordo insaturado em causa, o acido
linoleico, promovida pela inducao térmica, 50°C, e pela presenca de oxigénio, este tltimo
proveniente da agua destilada saturada com oxigénio. A perda de coloracdo é medida

espectrofotometricamente a 470 nm. [10,65-69]

No que concerne aos resultados, estes sdo apresentados pela percentagem de inibicdo da
oxidacao do B-Caroteno e a respetiva concentragdo que inibe 50 % da oxidagdo (ICso) de

cada 6leo essencial em estudo. [10,65-69]

3.2.1.1. Objetivo

Este ensaio tem como objetivo determinar a capacidade antioxidante in vitro dos quatro
6leos essenciais em estudo, provenientes das espécies S. aromaticum, O. basilicum, O.
vulgare e C. sinensis, através da capacidade que estes apresentam em inibir ou retardar a
peroxidacdo lipidica. Para este propésito utilizou-se o Sistema B-Caroteno/Acido linoleico,

possibilitando obter valores de IC;, para cada oleo essencial em estudo, bem como
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analisar e comparar o poder antioxidante dos mesmos e com um antioxidante sintético, o
BHT.

3.2.2. Parte Experimental
3.2.2.1. Materiais e Métodos
3.2.2.1.1. Reagentes

Uma solucao de B-caroteno (Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados Unidos da América) foi
preparada em cloroférmio (Pronalab, Lisboa, Portugal) de forma a estar numa

concentracao de 20 mg/mL.

O uso de Aacido linoleico (Thermofisher scientific, Massachusetts, Estados Unidos da
América) deve-se ao facto deste acido ser um lipido que sofre peroxidacao lipidica quando
estd sujeito as seguintes condicdes, calor (50°C) e xigénio, libertando radicais

hidropero6xidos que atacam a molécula altamente insaturada dop-caroteno.

O Tween 40 (Thermofisher scientific, Massachusetts, Estados Unidos da América) foi

usado para emulsionar o acido linoleico em agua destilada-.

O metanol (Honeywell, Muskegon, Estados Unidos da América) foi utilizado como

solvente para os 6leos em estudo.
3.2.2.1.2. Determinacao da atividade antioxidante

Para determinar a capacidade antioxidante por este método foi necessario preparar
diferentes dilui¢coes dos 6leos em metanol com concentracoes distintas (5%; 3,75%; 2,5%;
1,25%; 0,5%; 0,25% (V/V)).

Uma emulsdo de [-caroteno foi preparada da seguinte maneira: num baldo de fundo
redondo (500 mlL) foram adicionados 500 pL. da solu¢do de [-caroteno numa
concentracdo de 20 mg/mL em cloroférmio, 120 uL de acido linoleico, juntamente com
1200 uL de Tween e 3 mL de cloroférmio. Ap6s homogeneizacao, a mistura foi evaporada
num evaporador rotativo a vacuo durante 5 minutos a 45°C, para que o cloroférmio fosse
removido da mistura. Imediatamente a seguir, foram lentamente adicionados ao residuo
300 mL de agua destilada saturada com oxigénio que foi agitada vigorosamente para se

formar uma emuls3o.
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A emulsado considerada como o branco foi preparada num baldo de fundo redondo (100
mL), ao qual se adicionaram 40 pL de &acido linoleico, 400 puL de Tween e 1 mL de
cloroférmio. Procedeu-se do mesmo modo que a emulsdo de [-caroteno no que diz
respeito a evaporacgao do cloroférmio. Por fim adicionaram-se 100 mL de 4gua destilada

saturada com oxigénio.

Em tubos de ensaio colocaram-se 300 pL das diluicdes dos o6leos preparadas
anteriormente e adicionaram-se 5 mL da emulsdao de (-caroteno, fazendo-se duplicados
para cada concentracdo de teste. Nos tubos de controlo, também em duplicado,
colocaram-se 300 pL de metanol e 5 mL da emulsdao de (-caroteno, ndo se colocou o
antioxidante pois pretende-se que nestes tubos ocorra peroxidacdo lipica. No que diz
respeito ao tubo do branco este foi preparado da seguinte maneira: adicionaram-se 300
uL de metanol e 5 mL da emulsao branco. Apos a preparacao de todos os tubos, estes

foram sujeitos a agitacao e colocados num banho de agua a 50 °C durante 2 horas.

As absorvancias dos tubos contendo o branco e o controlo foram lidasa a 470 nmao tempo
zero (t= oh)ApoOs as 2 horas de incubacao, as absorvancias de todos os tubos inclusive o

tubo do branco e do controlo foram medidas a 470 nm..

A atividade antioxidante foi medida em termos de percentagem inibicdo da oxidacdo do -

Caroteno pela seguinte formula:

t=2h t=2h
(Absamostm - Abscontro lo )

(Abstzw‘ — Abst=2h )

controlo controlo

% Inibicdo =

Onde Abs.;2I.,, refere-se a absorvancia da amostra em estudo apés as duas horas de

incubacdo, Abs{ L . corresponde a absorvancia do controlo apbs as duas horas de

incubacio e por fim Abst; 2! | - diz respeito a absorvancia inicial do controlo.
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3.2.2.2. Esquema Representativo da metodologia aplicada

ARRRA

Dilui¢oes em metanol nas concentracoes (5%; 3,75%; 2,5%; 1,25%; 0,5%; 0,25% (V/V)).

Figura 12: Esquema representativo da metodologia executada para avaliar a capacidade antioxidante pela
inibicao da oxidagao do B-Caroteno: preparagdo das diluigdes dos dleos em estudo em metanol.

©

Solucdo de B-caroteno em cloroférmio
(20 mg/ml clorof6rmio)

& ®

500 pL Solucdo de B-caroteno em cloroférmio
3mL Cl(;of(')rmio
120 pL Aci:{o Linoleico
120 mg ’I‘ween4o

Evaporador rotativo a vacuo @
AT=45°C

At = 5 minutos

Adicionar Agua destilada saturada com oxigénio (300 mL) \l/ @

.

Emulsiao de B-caroteno

Figura 13: Esquema representativo da metodologia executada para avaliar a capacidade antioxidante pela

inibicao da oxidagao do B-Caroteno: preparagdo da emulsao 3-Caroteno.
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1 mL Cloroférmio
+
40 pL Acido Linoleico @
+
40 mg Tweenq40

Evaporador rotativo a vacuo
AT= 45°C
At = 5 minutos

Acido Linoleico @
+

TweengoLuz

Adicionar dgua
destilada saturada com

oxigénio (100 mL)

Emulsao Branco

Figura 14: Esquema representativo da metodologia executada para avaliar a capacidade antioxidante pela

inibicdo da oxidacao do B-Caroteno: preparacdo da emulsao branco.

Leitura absorvéncia t=oh
-Tubo de controlo
-Tubo branco;
Banho de 4gua
AT=50°C
At =2 horas;
Tubos de teste (Duplicados): Tubos de Controlo (Duplicados): Tubos BI‘?.DCO: 3. Leitura absorvinciat=2h

5 mL de Emulséo de p-caroteno 5 mL de Emulséo de p-caroteno 5mLde Emilsao Branco ~Tubo de controlo

+ +
300 pL Dilui¢io em metanol 300 uL metanol 500 uLmetanol

=

®

——

-Tubo branco
-Tubo teste.

Figura 15: Esquema representativo da metodologia executada para avaliar a capacidade antioxidante pela
inibicao da oxidacdo do B-Caroteno: preparacdo dos tubos de teste com as amostras, tubos de controlo e o tubo

branco.
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3.2.2.3. Tratamento de resultados

Para efetuar a andlise dos resultados obtidos no sistema [B-Caroteno/4cido linoleico
realizou-se um ensaio independente para cada aliquota sujeita as diferentes condi¢ées no
ensaio de estabilidade acelerada, mas também se efetuou um ensaio independente aos
Oleos pré-estabilidade. A andlise baseou-se nas absorvancias obtidas apo6s leitura num

espetrofotometro a 470 nm das solucoes de teste.

O tratamento e posterior analise foi alcancado recorrendo ao uso de folhas de calculo do
Excel (Microsoft Office Professional Plus 2016), nestas foram introduzidos os valores das

absorvancias obtidas, procedendo-se aos seguintes passos:

1. Introduzir os valores de absorvancia obtidos para os tubos controlo na folha de
calculo correspondente ao ensaio. E de salientar que esta medicio foi feita s zero
horas e apos as duas horas em que as amostras se encontram num banho a 50°C;

2. Apos as duas horas, as absorvancias lidas apods esse tempo, foram introduzidas na
folha de célculo anterior;

3. Para a construcado da curva que representa a percentagem de inibicao da oxidacao
do B-Caroteno em funcao da concentracao do 6leo procedeu-se a seguinte formula:

(Absttu:nzohstra - Abs(t?g??g:'olo)

(Abstzoh — Abst=2h )

controlo controlo

% Inibicao =

O coeficiente de correlacao (R) foi superior a 0,95 para todas as curvas, pois uma
vez que se efetuaram duplicadas para cada concentracao e para os tubos de teste, o
resultado corresponde a duas curvas distintas.

4. O valor de ICs, foi calculado através da substituicao do y da curva por 50 obtendo a
concentracdo que inibe 50% da oxidagao do -Caroteno. Posteriormente calcula-se
a média dos dois ICs, obtidos juntamente o desvio padrao.

5. Por fim, foi calculado o coeficiente de variacao (CV) recorrendo a divisao do valor
do desvio padrao pela média obtida, multiplicando por 100. O valor resultante nao

devera ultrapassar cerca de 20%.

3.2.3. Discussao de resultados

A atividade antioxidante dos quatro 6leos em estudo ¢ analisada e discutida neste capitulo,
por meio da capacidade da amostra em inibir 50 % da oxidacao do B-Caroteno (ICs,) e
posteriormente comparar o valor obtido com um antioxidante comercial, servindo este

como um composto padrao, o BHT.

De um modo geral, pode-se afirmar que a absorvancia aumenta conforme o aumento das

concentracoes, isto €, quanto maior a concentracao preve-se que a absorvancia sera maior,

48



Estudo da estabilidade da atividade antioxidante de 6leos essenciais com interesse para a industria cosmética

traduzindo-se numa maior capacidade em inibir a oxidacdo do B-Caroteno, o que é
expectavel pois é nas concentracoes maiores onde os compostos antioxidantes se

encontram igualmente em maior concentragao.

Tabela 11: Valores do ICso dos 6leos essenciais de C. sinensis, S.aromaticum, O.basilicum, O.vulgare e do
antioxidante BHT.

Oleo essencial ICs0 (% V/V) Média

0,59

C.sinensis 0,60 (+ 0,01)
0,60
0,58

S.aromaticum 0,55 (£ 0,05)
0,51
0,92

O.basilicum 0,88 (+ 0,07)
0,83
1,60

O.vulgare 1,62 (£ 0,04)
1,65

BHT 7,70 (£ 0,62)
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Tabela 12: Valores do ICso do 6leo essencial de C.sinensis, S. aromaticum, O.basilicum e O.vulgare sujeito as

condigdo de 5°C do teste do ensaio de estabilidade acelerada e do antioxidante BHT

Condicao Oleo Essencial IC50 (%V/V) Média
0,55
C.sinensis 0,56 (+ 0,01)
0,56
2,83
S.aromaticum 2,72 (+ 0,15)
2,61

Temperatura 5°C

1,14
O.basilicum 1,12 (£ 0,02)
1,10
1,03
O.vulgare 0,99 (+ 0,06)
0,95
BHT 7,70 (£ 0,62) -—--

Tabela 13: Valores do ICso do 6leo essencial de C.sinensis, S. aromaticum, O.basilicum e O.vulgare sujeito as

condic¢do de 50°C do teste do ensaio de estabilidade acelerada e do antioxidante BHT

Condicao Oleo Essencial EC;0 (ug/mL) Média

1,09

S.aromaticum 0,97 (+ 0,17)
0,85

Temperatura 50°C

1,04

O.basilicum 1,02 (+ 0,04)
0,99

BHT 7,70 (& 0,62)
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Tabela 14: Valores do ICs0 do dleo essencial de C.sinensis, S. aromaticum, O.basilicum e O.vulgare sujeito as

condigdo de temperatura ambiente do teste do ensaio de estabilidade acelerada e do antioxidante BHT

Condicao Oleo Essencial IC50 (%5 V/V) Média
0,67
C.sinensis 0,66 (+ 0,01)
0,66
0,94
S.aromaticum 0,95 (+ 0,01)
0,96
Temperatura
ambiente
1,11
O.basilicum 1,08 (+ 0,04)
1,05
1,16
O.vulgare 1,14 (+ 0,03)
1,12
BHT 7,70 (% 0,62)

Tabela 15: Valores do ICso do 6leo essencial de C.sinensis, S. aromaticum, O.basilicum e O.vulgare sujeito as

condigdo de temperatura ambiente do teste do ensaio de estabilidade acelerada e do antioxidante BHT

Condicao Oleo Essencial IC50 (%5 V/V) Média

0,92

S.aromaticum 0,91 (+ 0,02)
0,89
1,27

Luz O.basilicum 1,18 (+ 0,12)
1,10
1,81

O.vulgare 1,63 (+ 0,12)
1,45

BHT 7,70 (% 0,62)
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3.2.3.1 Oleo Essencial Citrus sinensis

Analisando os tubos visualmente, pode-se afirmar que estavam transparentes o que
poderia significar que o 6leo essencial ndo teve a capacidade de inibir a peroxidacgao
lipidica como se verifica nos tubos de controlo que possuem a mesma coloracao pois nao
contém nenhum antioxidante, contudo, apos as leituras das absorvancias e o respetivo
tratamento de resultados, verificou-se que este 6leo para além de possuir um IC;, menor
que o do antioxidante BHT, era também o segundo mais antioxidante no espetro dos

quatro 6leos em estudo.

Quando comparado com os resultados obtidos pelo método de reducido do DPPH,
verificou-se que o Oleo essencial foi mais eficaz em inibir a peroxidacao lipidica
prevenindo assim a oxidacao do p-Caroteno do que em sequestrar radicais livres

reduzindo estes, como o radical de DPPH.

Em relacao ao estudo da capacidade antioxidante do 6leo essencial sujeito ao ensaio de
estabilidade, em inibir 50 % da oxidacao de [-Caroteno apenas se pode testar em duas
condicoes, a temperatura de 5°C e a temperatura ambiente, uma vez que nas condicoes de
temperatura de 50°C e a luz, o 6leo nao se manteve estavel, evaporando nas duas
condicoes, sendo nao elegivel para a realizacao do ensaio presente neste capitulo nem do

ensaio de reducao do DPPH.

Entre as condic¢Oes analisadas verificou-se que a atividade se manteve na mesma ordem de
grandeza da atividade obtida para 6leo essencial antes do ensaio de estabilidade acelerada.
Comparando o 6leo essencial de C. sinensis sujeito as condicoes de estabilidade, verificou-
se que este possui uma menor capacidade de inibicdo quando sujeito a temperatura

ambiente, pois apresenta um maior ICs, (0,66 +0,01) (Tabela 14).

Analisando o resultado obtido do 6leo que foi mantido a 5°C comparando com o 6leo nao
sujeito a condicdo de estabilidade, estes mantiveram um IC;, relativamente préximo, de
0,56 (%V/V) (tabela 11) e 0,60 (%V/V) (Tabela 12), respetivamente. Estes valores podem
significar que a composicdo quimica do o6leo ndo deve ter sofrido alteracoes
significativas, como é expectavel, pois a temperaturas mais baixas as taxas de

reacao sao inferiores.

Ao comparar a composicao quimica do 6leo essencial de C. sinensis que foi sujeito a
temperatura ambiente durante 8 semanas com o O6leo que nao sofreu ensaio de
estabilidade, verificou-se que a percentagem dos compostos quimicos que o constituem

variam, apesar de o composto maioritario ser o mesmo, o D-limoneno, o linalool esta
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presente em maior concentracdo na amostra que foi sujeita ao ensaio de estabilidade, o
que pode justificar o ligeiro aumento da concentracdo que inibe 50 % da oxidacdo do -
Caroteno, pois no espetro de teste deste 6leo a amostra que possui um maior ICy, € a que

foi sujeito a condi¢cao de temperatura ambiente.

Em suma pode-se afirmar que no 6leo proveniente de C. sinensis nao houve uma variacao
significativa do 6leo essencial no que diz respeito a atividade antioxidante, podendo

referir-se que a sua capacidade antioxidante se manteve estavel e praticamente intacta.

3.2.3.2. Oleo Essencial de Syzygium aromaticum

Os tubos de ensaio contendo como antioxidante o 6leo de S. aromaticum visualmente em
todas as concentracoes demonstraram manter a coloracao laranja caracteristica do [-
Caroteno, concluindo assim que o 6leo essencial em questao foi capaz de inibir a oxidacao
do p-Caroteno, o que por fim foi confirmado pela leitura das absorvancias e

posteriormente pelo tratamento de resultados, que é demonstrada na tabela 16.

Comparando o valor obtido para o IC5, do 6leo essencial de S. aromaticum, (0,55+0,05),
com o valor do ICs, do antioxidante padrao utilizado (7,70 +0,62) (Tabela 11), verifica-se
que o Oleo possui uma maior capacidade de inibicao da peroxidacao lipidica, traduzindo-
se na necessidade de uma menor concentracdo para inibir 50 % da oxidacdo do f-
Caroteno. Analisando o conjunto de 6leos essenciais usados neste estudo, constatou-se
que o Oleo de S. aromaticum é o que possui um ICs;, menor, assim é aquele que possui
uma maior capacidade antioxidante. Estes resultados mostraram uma correlagdo com os
resultados obtidos no ensaio de reducao do DPPH, onde o mesmo 6leo se mostrou ser um

dos mais eficientes em reduzir o radical DPPH.

No 6leo em questao todas as aliquotas que foram sujeitas ao ensaio de estabilidade foram
testadas relativamente a sua capacidade de inibir a peroxidacao lipidica. Ao comparar as
aliquotas que foram sujeitas a temperatura ambiente e 50°C, e a luz verificou-se que estas
nao apresentam uma diferenca significativa na capacidade antioxidante, uma vez que
todas se encontram na mesma ordem de grandeza, como é demonstrado nas tabelas nas

tabelas 14,13 e 15, respetivamente.

No que concerne a aliquota de 6leo que se manteve a 5°C verificou-se uma diminuicao da
atividade antioxidante, que se traduz num maior ICs, (2,72 +£0,15) (Tabela 12). Contudo
em relacdo ao antioxidante padrao, BHT, o 6leo mostrou-se um melhor antioxidante pois é
necessario uma menor concentracao de 6leo para inibir 50 % da oxidacao de -Caroteno, o

mesmo se reflete com as 3 condicOes referidas anteriormente.
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Analisando os resultados obtidos pode-se prever que a composi¢ao quimica tenha alterado
durante a realizacdo do ensaio de estabilidade acelerada. Apesar de ser o segundo 6leo
mais antioxidante em 3 condicGes diferentes no conjunto dos 6leos em estudo, constatou-
se que existem diferencas entre as aliquotas que foram sujeitas as 4 condicoes de teste e a

amostra que nao foi sujeita ao ensaio de estabilidade.

Conclui-se que apesar de o composto maioritario ser o eugenol, tem de se compreender o
0leo essencial como uma mistura de compostos que atuam sinergicamente entre si, como
se pode verificar na capacidade antioxidante, o que pode justificar as diferencas obtidas
entre as aliquotas sujeitas as condi¢oes de estabilidade, e entre estas e a amostra inicial
que nao foi submetida ao ensaio de estabilidade, pois esta dltima é a que apresenta uma
maior capacidade antioxidante na inibicao da peroxidacao lipidica, pois é aquela que nao

sofreu alteracoes a nivel quimico, como se demonstrou nas aliquotas de estabilidade.

E de salientar que o resultado obtido por este método niio corrobora os resultados obtidos
pelo método de reducao de DPPH, pois neste, o 6leo demonstrou uma maior capacidade
em sequestrar os radicais livres, tanto na amostra que nao foi sujeita ao ensaio de
estabilidade, como nas aliquotas que foram sujeitas as condicoes de estabilidade, sendo

que nestas, a capacidade antioxidante aumentou.

Em suma, comparando todos os resultados obtidos para a anéilise da inibicdo da
peroxidacao lipidica, constatou-se que em 3 condic¢bes do ensaio de estabilidade acelerada,
a capacidade antioxidante sofreu uma diminuicdo, mas constante nestas 3 condicdes, o
mesmo nao se verificou na condicdo referente a temperatura de 5°C, onde o 6leo mostrou
um comportamento menos antioxidante, porém, o 6leo mostrou-se mais abtioxidante em
todas as condicoes que o antioxidante sintético BHT. Todavia, o 6leo que mostrou um ICs,
inferior, foi a amostra que nao foi sujeita a nenhuma condicdo de estabilidade,

demonstrando assim uma maior capacidade em inibir a oxida¢ao do B-Caroteno.

3.2.3.3. Oleo essencial de Ocimum basilicum

Os tubos de ensaio contendo o 6leo essencial de O. basilicum visualmente apresentavam
uma diminuicdo sequencial da cor conforme a diminuicdo da concentracao de Oleo,
traduzindo-se numa diminuicao da atividade antioxidante. Deste modo, constatou-se que
o Oleo essencial de O. basilicum teve uma maior eficiéncia em inibir a peroxidacao lipidica

nas concentracoes mais elevadas quando comparada com as concentracoes mais baixas.

Apos o tratamento de resultados, verificou-se que este 6leo apresentou um IC;, de 0,88 +

0,07 (%V/V), isto é, a concentracao que inibe 50 % da oxidacao do 3-Caroteno, é de 0,88
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(%V/V). Quando comparado com o antioxidante sintético, BHT, verificou-se que o BHT
possui um ICso = 7,70 + 0,627 (%V/V), assim, é necessaria uma maior concentracao de
BHT para se obter a inibicdo de 50 % do [B-Caroteno, enquanto para o 6leo essa

concentracao ¢ inferior, como demonstrado na tabela 11.

Em relacdo a todas as aliquotas que foram sujeitas as condicoes de estabilidade, estas
foram testadas para a capacidade de o 6leo essencial de O. basilicum inibir a peroxida¢ao

lipidica, pois todas as aliquotas estavam elegiveis para a realizacao do ensaio.

Comparando todos os valores obtidos de IC;, para todas as aliquotas das condicGes
sujeitas ao ensaio de estabilidade, verificou-se que em todas as condigOes a capacidade
antioxidante se encontra na mesma ordem de grandeza, concluindo assim que a
capacidade antioxidante se manteve estavel apds o ensaio de estabilidade. No entanto, é
de realgar que quando se comparam os valores obtidos nas amostras das condi¢des de
estabilidade com a amostra que nao foi sujeita a nenhuma condigao, esta mostrou uma
maior capacidade antioxidante no que diz respeito a inibi¢do da peroxidacdo lipidica,

como € indicado pelo valor de ICs, = 0,88 + 0,07 (%V/V).

Analisando todas as aliquotas individualmente, verificou-se que a aliquota que
demonstrou uma maior diminuicdo da atividade antioxidante foi a aliquota que foi sujeita
a exposicao de luz, obtendo um ICs, = 1,18 £ 0,12 (%V/V) (Tabela 15). A segunda aliquota
que apresentou uma ligeira diminuicao foi a aliquota que foi colocada a 5°C, tendo um
ICs0 = 1,12 £ 0,02 (%V/V) (Tabela 12). Em relacao a aliquota que foi sujeita a temperatura
ambiente obteve-se um IC;, = 1,08 + 0,04 (%V/V) sendo a segunda aliquota com um
maior poder antioxidante no espetro de teste do 6leo essencial de O.basilicum (Tabela 14).
A aliquota que apresentou uma maior atividade antioxidante na inibi¢do da peroxidagao
lipidica, foi a aliquota que se manteve a temperatura mais elevada (50°C) resultando num
IC50 = 1,02 + 0,04 (%V/V) (Tabela 13).Uma possivel justificacdo para a obtencdo deste
resultado pode resultar de uma evaporacao dos compostos volateis presentes no 6leo e os
compostos responsaveis pela atividade antioxidante se terem concentrado transformando
quimicamente o Oleo essencial de O. basilicum obtendo-se uma maior atividade

antioxidante.

Em relacdo a composi¢ao quimica, o composto maioritario é o linalool na amostra de 6leo
que nao sofreu estabilidade acelerada, o segundo composto em maior percentagem € o

eucaliptol, o que pode demonstrar a sinergia entre compostos.
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Em suma, tanto o 6leo que nao foi sujeito ao ensaio de estabilidade, como as aliquotas de
6leo das condicOes do teste de estabilidade acelerada, apresentaram uma maior atividade
antioxidante, pois todos os valores de IC;, sdo inferiores ao valor obtido para o
antioxidante padrao, BHT, demonstrando assim que a concentracao de 6leo necessaria
para inibir 50 % da oxidacdo do -Caroteno, € inferior a concentracdo necessaria do BHT

para obter o mesmo efeito.

3.2.3.4. Oleo essencial de Origanum vulgare

Como verificado no 6leo essencial de O. basilicum, os tubos de ensaio do 6leo de O.
vulgare demonstraram um perfil sequencial de diminuicdo da coloracao, representando
uma linearidade no que diz respeito a inibicao da peroxidacao lipidica, pois quanto maior

a concentracao de antioxidante, maior sera a percentagem de inibicao.

A concentracdo de 6leo essencial de O. vulgare necessaria para inibir 50 % da oxidac¢ao do
-Caroteno é de 1,62 + 0,04 (%V/V). Traduzindo-se no 6leo com menor capacidade
antioxidante na inibi¢do da peroxidacdo lipidica, em comparagdo com os trés Odleos
também utilizados nesta dissertacdo. Todavia, o seu ICy, € inferior ao ICs, = 7,70 + 0,62
(%V/V) obtido para o antioxidante sintético., refletindo assim uma menor concentracao
necessaria de 6leo em comparacdo com o BHT, para se obter o resultado pretendido
(Tabela 11).

Para avaliar se a atividade antioxidante se mantinha constante no que diz respeito a
capacidade de inibir a peroxidacao lipidica, procedeu-se novamente a realizacao do ensaio
[B-Caroteno/4acido linoleico, para as aliquotas que se mostraram elegiveis para o ensaio,

sendo estas, a aliquota sujeita a temperatura ambiente, a 5°C e exposicao a luz.

Comparando as aliquotas sujeitas ao ensaio de estabilidade com a aliquota inicial, isto é, a
aliquota que nao foi sujeita ao ensaio de estabilidade, verificou-se que esta possuia um
valor de IC;, superior o que se traduz numa menor atividade antioxidante, em relacio aos

valores obtidos para o IC;, de cada aliquota do dleo essencial de O. vulgare.

No que diz respeito a aliquota exposta a luz, constatou-se que a atividade antioxidante era
semelhante a aliquota inicial, pois o valor de IC;, corresponde a 1,63+ 0,25 (%V/V), valor
similar a 1,62+ 0,04 (%V/V), sendo este valor de IC;, obtido para a aliquota inicial (Tabela
15). Quando comparado com o antioxidante sintético, verificou-se que em ambas as
aliquotas o IC;, ¢ inferior ao valor de IC;, do BHT, demonstrando assim um
comportamento mais eficaz em inibir a peroxidacao lipidica, uma vez que se necessita de

uma menor concentracao para se inibir 50 % da oxidacao do -Caroteno.
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Para a aliquota sujeita a temperatura ambiente, o valor de IC5, diminui ligeiramente, o
que significa que, por conseguinte, a atividade antioxidante aumentou, quando comparado
com o valor do ICs, para a aliquota que ndo sofreu ensaio de estabilidade acelerada.
Contudo, a aliquota que se manteve a 5°C, mostrou um aumento significativo da atividade
antioxidante pois foi a aliquota que obteve um valor de IC;, = 0,99 (+0,06) (%V/V),
inferior em comparacao com todos os valores obtidos para as diferentes condicoes, o que
traduz que a aliquota que se manteve a 5°C, aumentou a sua capacidade de inibicao da
peroxidacao lipidica, sendo considerada a segunda aliquota no que diz respeito a esta
condicdo, com maior atividade antioxidante (Tabela 12). Apesar disso, todas as aliquotas
6leo essencial de O. vulgare em estudo do demonstraram ter uma capacidade superior em
inibir a peroxidacao lipidica, quando comparadas com o antioxidante sintético, BHT, pois
este dltimo necessita de uma maior concentracdo para inibir 50 % da oxidacdo do B-
Caroteno, demonstrando assim um comportamento superior do 6leo essencial, no que

concerne a atividade antioxidante.

3.2.4. Conclusao e Perspetivas futuras

O sistema [(-Caroteno/acido linoleico é largamente utilizado para estudar a atividade
antioxidante, uma vez que avalia a capacidade da amostra em estudo em inibir a oxidagao
do B-Caroteno, induzida pelos radicais resultantes da peroxidacdo do acido linoleico,
quando sujeito a uma temperatura elevada e a presenca de oxigénio. Este método tem sido
empregue para estimar a capacidade de compostos antioxidantes presentes em extratos de
plantas em sequestrar o radical peroxido (LOO-) originado pela oxidacdo do &cido
linoleico.

O estudo da capacidade em inibir a peroxidacao lipidica foi realizado com as aliquotas
sujeitas ao ensaio de estabilidade acelerada, de forma a comparar se a atividade
antioxidante se manteve estavel ou sofreu alteracoes durante o periodo do ensaio de
estabilidade. Para isto, primeiramente foi realizado o ensaio com uma aliquota que nao foi
sujeita a nenhuma condicdo de teste, posteriormente foi executado o ensaio de [3-
Caroteno/acido linoleico com as aliquotas sujeitas as seguintes condicOes: temperatura
ambiente, 5°C, 50°C e exposicao a luz.

Verificou-se que o 6leo essencial que possui uma maior atividade antioxidante é o 6leo de
S. aromaticum que nao foi sujeito a nenhuma condicao de teste. Contudo, ap6s o ensaio
de estabilidade acelerada, o 6leo que mostrou a maior capacidade antioxidante foi o 6leo
essencial de C. sinensis.

Conclui-se de uma forma geral, que ap6s o periodo do ensaio de estabilidade, a capacidade
de inibir a peroxidacao lipidica sofreu alteracdes em todas as aliquotas selecionadas para a

realizacao do ensaio [3-Caroteno/acido linoleico.
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Futuramente, seria interessante averiguar se a atividade antioxidante pode sofrer
alteracoOes caso se estudasse uma mistura de 6leos essenciais, para potenciar o uso destes
como ingredientes antioxidantes em cosmética e assim satisfazer as necessidades do
consumidor. Apesar disso também seria interessante estudar, isoladamente, a atividade

dos compostos maioritarios, para assim avaliar a contribuicao destes na atividade referida.
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Capitulo 4

Atividade citotdoxica

4.1. Consideracoes gerais
Atualmente, existem diversos métodos com a finalidade de testar a citotoxicidade in vitro

de uma amostra, dentro destes inclui-se os métodos de XTT, absorcao do vermelho neutro
(NRU) e de MTT. [38,70]

Neste estudo, o ensaio realizado foi o ensaio in vitro de reducao do brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT — Microculture Tetrazolium Assay). Este
possibilita estudar e avaliar a toxicidade provocada por compostos em diversas células em
cultura. O MTT é um sal de tetrazdlio, solivel em agua, que apresenta uma coloracao
amarela, que é metabolicamente reduzido por enzimas presentes nas mitocondrias a
cristais insoluveis de formazano que possuem uma cor roxa caracteristica. Estes cristais
formados sdo impermeéaveis as membranas celulares, resultando assim na sua acumulacao
no interior das células. Apods a solubilizacio dos cristais de formazano usando um 4lcool,
mais propriamente, o isopropanol, procede-se a leitura das absorvancias. Podendo-se
afirmar que a quantidade de formazano formado é diretamente proporcional ao namero
de células metabolicamente viaveis, que se encontram em cultura, sendo assim

considerado um método indireto na medicao da citotoxicidade de amostras. [38,70]

@ | — |||-|
~ Ot
CHy CHy
MTT (Cor amarela)

Formazano (Cor roxa)

Figura 16: Reacgdo de conversao do MTT em Formazano, adaptado (70)

4.1.1. Objetivo
Este capitulo tem como objetivo avaliar a atividade citotéxica dos 6leos essenciais em
estudo provenientes das seguintes espécies, S. aromaticum, O. basilicum, O. vulgare e C.

sinensis, na linha celular da pele, os queratinocitos humanos (HaCat) representativa da
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epiderme humana, recorrendo ao ensaio colorimétricos MTT, adaptado da ISO/EN

10993-5.

4.2. Parte Experimental

4.2.1. Materiais e Métodos

4.2.1.1. Células

A anélise da atividade citotoxica dos quatros 6leos, foi feito a partir de uma linha celular
da pele, os queratinocitos humanos. A linha usada designa-se por HaCat (ATCC- CCS-
300493) e representa a epiderme humana. Esta linha celular foi cultivada em meio
DMEM (low glucose) suplementado com glucose, bicarbonato de sodio, soro fetal bovino
(SFB), estreptomicina e penicilina. As culturas celulares foram subcultivadas a cada dois
dias, isto é, a cada 48 horas ou sempre que se mostrassem confluentes, e mantidas numa

estufa a 37°C com 5% de CO2, o que permitiu o crescimento continuado desta linha.

A linha celular utilizada para a realizacao do ensaio encontrava-se entre as passagens 50 e
66.

4.2.1.2. Reagentes

O meio DMEM (Biowest, Missouri, Estados Unidos da América) suplementado com 35,9
mM de bicarbonato de soédio (Sigma-Aldrich, St.Louis, Estados Unidos da América), 100
U/mL de penincilina,100 pg/mL de estreptomicina (Gibco, Nova Iorque, Estados Unidos
da América), 25 mM de glucose (VWR, Portland, Estados Unidos da América) e soro fetal
fovino (Sigma-Aldrich, St.Louis, Estados Unidos da América), serd& mencionado no
decorrer desta dissertagdo como “meio completo” sendo utilizado como meio de cultura

para a linha celular usada.

O azul tripano (Merck, Darmstadt, Alemanha) foi usado para distinguir células viaveis de

células mortas, servindo para contagem na camara de Neubauer.

O composto brometo de metiltiazolildifenil-tetrazolio (MTT) (Alfa Aesar, Kandel,

Alemanha) foi empregue para medir a viabilidade celular.

O propan-2-ol (Fisher Scientific, Reino Unido), ou trivialmente denominado como
isopropanol foi utilizado para solubilizar os cristais de formazano resultantes da reagao de
MTT.
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O dimetilsulfoxido (DMSO) (Fisher Scientific, Reino Unido) foi usado como emulsionante

dos 6leos essenciais (OE) utilizados durante a parte experimental desta dissertacao.

4.2.1.3. Determinacao da citotoxicidade in vitro
A atividade citotoxica dos o6leos essenciais em queratindcitos humanos da pele foi
determinada in vitro de acordo com o ensaio MTT caracterizado na ISO/EN 10993-5 —

Biological evaluation of medical devices — Part 5: Tests for in vitro cytotoxicity.

1. Tratamento das células e preparacao da placa de 96 pocos

Inicialmente, as células foram cultivadas em meio completo em t-flasks (VWR,
Pensilvania, Estados Unidos da América) de 75 cl, sendo utilizadas para o ensaio quando
se mostraram confluentes. Para este fim, o meio completo que se encontrava no frasco de
cultura foi descartado e foi adicionado cerca de 1 mL de uma solucdo de tripsina-EDTA a
0,05 % (v/v), que serviu de solucao de lavagem. De seguida, foi descartada esta solucao e
foi adicionada mais uma vez solucao de Tripsina-EDTA a 0,05 %(v/v) cerca de 3-4 mL que
tem como objetivo soltar as células da parede do frasco. Em seguida, foram adicionados
cerca de 6 mL de meio completo para neutralizar a atividade da enzima tripsina, formando
assim uma mistura de células, meio completo e tripsina, que prontamente foi transferida
para um falcon de 15 mL, sendo levado a centrifugar (Gyrozen, Coreia) a 125 xg, durante 5
minutos. Seguidamente, o sobrenadante foi descartado onde se verifica que o pellet de
células se encontrava depositado no fundo do falcon, sendo ressuspendido vigorosamente
em 10 mL de meio completo. Desta ressuspensao celular, foram retirados 10 pL para um
eppendorf e adicionado ao mesmo 10 pL de azul tripano, tendo como finalidade a
marcacgao de células viaveis para a contagem na camara de Neubauer. Para calcular a
concentracdo de células vidveis por mL de solucdo foi necessario recorrer a seguinte

equacao (1):

células

mi ) = média das células por quadrante X 2 (fator de diluigdo) x 10000

Concentragao de células (

Com o valor de células por mL de solucao, resultante da equacao anterior, a suspensao
celular foi diluida em meio completo para que assim cada poco da placa de 96 pocos
(VWR, Pensilvania, Estados Unidos da América) possuisse 10000 células, sendo
transferidos 100 pL. da solucao anterior em 60 pocos dos 96, sendo que nos restantes

foram colocados 100 pL de uma solucao de PBS.

Numa placa estéril de 96 pocos, foram reservados 7 pocos para as concentracoes de 6leo

essencial em teste, um poco foi destinado a ser controlo positivo, contendo 100 pL de uma
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solucdo de SDS a 10%, representando 100 % de toxidade, mas também foi necessério ter
controlos negativos, neste caso foram usados dois pocos diferentes com 100 pL cada
contendo, DMSO (solvente) e Meio completo, respetivamente, representando assim 0% de

citotoxicidade.

Deste modo, em cada poco da placa, foram colocados 100 puL da solucao de células
preparadas anteriormente, e a placa foi posta a incubar (LEEC Culture Safe Co.) durante
24 horas, a 37 °C, com 95% de humidade do ar e contendo 5 % de CO,, permitindo a

adesao das células ao fundo de cada poco.

2. Preparacao dos estimulos e estimulacao das células

O ensaio para os 0leos essenciais em meios aquosos implica a estabilizacdo da emulsao do
6leo em agua, pelo que é necessario adicionar um solvente ou um agente emulsionante que
garanta a solubilizacdo dos Oleos essenciais no decorrer de todo o ensaio. Um dos
solventes mais usados é o DMSO, sendo assim necessario encontrar a concentracdo
maxima tolerada pelas células, mas que ao mesmo tempo fosse eficaz em solubilizar o 6leo

no meio completo.

Para todos os ensaios, a gama de concentracoes de 6leo foram: 0,25; 0,125; 0,06; 0,03;
0,016; 0,0078; 0,0039%. Num primeiro eppendorf colocaram-se 7 uL. de uma mistura
0leo:DMSO (50/50 %) com 1393 pL de meio completo, fazendo vortex seguidamente, e
num segundo eppendorf colocaram-se 700 pL de meio completo e 700 pL do primeiro
eppendorf, fazendo-se assim dilui¢cbes 1:2, sucessivamente. Antes dos estimulos serem
colocados na placa (100 pL em cada poco), cada eppendorf foi sujeito ao agitador vortex,

para garantir que o 6leo estivesse disperso por toda a solucao.

Apos o periodo de preparagao e do periodo de incubagio, o meio completo foi removido de
cada pogo e descartado com cuidado uma vez que tem de se garantir que as células
permanecam aderidas ao fundo do pogo. Aos pocgos reservados para os estimulos foram
adicionados 100 pL a cada poco e aos pocos reservados para os controlos foram
adicionados 100 pL de cada solucao, no positivo colocou-se solucao de SDS a 2%, e num
poco negativo, adicionou-se solucao de DMSO a 0,25%, e no outro poco positivo apenas se
colocou meio completo. Apos isto, a placa foi colocada a incubar (LEEC Culture Safe Co.)

durante 24 horas a 37°C com 95 % de humidade do ar contendo 5 % de CO..
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3. Execucao do ensaio MTT

Apoés a incubacdo das células com os estimulos, as solu¢des foram removidas e foram
adicionados 150 pL de uma solucdo de PBS que tem como finalidade lavar o que possa ter
ficado no poco e em seguida, no escuro, foram acrescentados 100 puL. de uma solucao de
MTT -Meio completo a cada poco de ensaio e controlo. A placa foi revestida com papel de
aluminio e em seguida posta a incubar durante 4 horas a 37°C com 95 % de humidade do

ar contendo 5 % de CO..

Logo apds o periodo de incubacdo, a solugdo de cada poco foi retirada e descartada com
cuidado para que os cristais de formazano permanecessem no fundo do pogo. Para
dissolver os cristais formados foram adicionados 100 pL de isopropanol, sendo
ressuspendido, para promover uma mais rapida e facil dissolugdo. Por ultimo, as
absorvancias foram lidas a 570 nm e a 650 nm, num leitor de microplacas (Biorad,

Toquio, Japao).
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4.2.2. Esquema representativo da metodologia aplicada

— g

Células em cultura em Meio

completo
Centrifugacio Ressuspender o
125xg Descartar pellet em meio
At= 5 minutos sobrenadante completo
—

Suspensdo celular

1. 10 pL de suspensao e 10 pL de azul tripano num eppendorf;
2. Camara de Neubauer;
3. Numa placa de petri colocar a quantidade suficiente de suspenséo e
diluir com meio completo para garantir que cada pogo tenha 10000
células em 100 pocgos;
4. Imcubar a placa durante 24 horas a 37°C com 95 % humidade de ar e P AN
5% CO,. LA AACT

s

Retirar estimulos;

Lavar cada pogo com 100 pL de PBS;

Adicionar 100 uL. de MTT a cada pogo (as escuras);

Envolver a placa em papel de aluminio;

Incubar durante 4 horas a 37°C, com 95% de humidade de ar contendo 5% de
Solucdo de MTT CO,.

g hwn e

2 v/

\l/ 700 uL meio completo

1393 uL de meio @
completo

+
7 uL de 6leo:DMSO

£ &SN Diluicio 1:2

T

1. Descartar o meio de cada poco:
Colocar 100 uL da solucio do eppendordf em cada
pogo da respetiva concentragio de teste;

3. Incubar durante 24 horas a 37°C a humidade do ar

95% e 5% de CO,.
1. Descartar a solugio de cada poco;

2. Dissolver os cristais de formazano com 100 pL de

_—S Isopropanol;

3. Ler absorvincia a 570 nm e 650 nm.

Figura 17: Esquema representativo da metodologia desempenhada no estudo da atividade citotoxica dos dleos em estudo pelo ensaio MTT. Os nimeros correspondem a ordem

pela qual se elaborou
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Figura 18: Representacdo esquemaética da placa de 96 pocos utilizada na execucao do ensaio de MTT para os

6leos essenciais em estudo.

Legenda:

o

o

Contorno negrito corresponde a placa de 96 pocos;

Pogos com coloracgio cinzento-escuro representam os pogos (n = 6) que estiveram em contacto com
os estimulos da solucdo de 6leo na respetiva concentragao;

Os pocgos (n = 6) branco acinzentado simbolizam os pogos do controlo positivo, contendo solu¢ao de
SDS;

A cinzento retrata os pogos (n = 6) com as células que ficaram em contacto com o estimulo da solu¢ao
de DMSO (controlo negativo);

Os pogos que apenas estiveram em contacto com o meio completo estao coloridos de cinzento-claro.

4.2.3. Tratamento de resultados

Uma placa representa um ensaio e este consistiu no estudo e analise do comportamento

da linha celular HaCat na presenca de um 6leo essencial. A placa possuia 5 repeti¢coes de

cada concentracao em estudo (n= 5 pogos), 5 repeticdes para cada controlo negativo (meio

completo e solvente, respetivamente) e cada controlo positivo. Para cada 6leo foram

realizados entre 2-3 ensaios independentes.

O tratamento e subsequente analise foi conseguido através de folhas de calculo de Excel

(Microsoft Office Professional Plus 2016) e por meio do programa Graphpad Prism

(versao 8.0.2 para Windows, GraphPad Software, La Jolla Califérnia, EUA) e

compreendeu os seguintes passos:

Leitura da absorvancia: Com recurso a um leitor de microplacas, mediu-se a
absorvancia a 570 e 650 nm, para posteriormente subtrair os valores de
absorvancia a 570 nm para cada concentracao e para cada controlo aos valores

obtidos a 650 nm.
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2. Percentagem de viabilidade celular: Primeiramente calculou-se a média dos

valores obtidos no ponto 1 referente ao meio completo, controlo negativo. Para
cada valor de absorvancia anteriormente calculado (ponto 1), este foi multiplicado
por 100 e divido pela média obtida das absorvancias do controlo negativo, meio
completo. Posteriormente foi calculada a média e o desvio padriao para cada
concentracao e cada controlo.

3. Construcdo do grafico de barras: Com os valores de percentagem de viabilidade

celular calculados no ponto anterior, e com as concentracoes teste do O6leo

essencial, foi construido um grafico de barras, tanto no Excel como no Graphpad .

4.3. Discussao de resultados

A atividade citotdxica dos 6leos essenciais de C. sinensis, S. aromaticum, O. basilicum e O.
vulgare, é analisada e discutida neste capitulo a partir dos perfis obtidos para a linha
celular HaCat, representando a epiderme humana. Posteriormente, esta atividade é

relacionada com a composi¢ao quimica dos respetivos 6leos.

A atividade citotoxica é determinada a partir da percentagem da viabilidade celular, da
linha celular HaCat, para a gama de concentracao dos 6leos em estudo de 0,250-0,004 %
v/v, sendo que estas percentagens sao normalizadas ao controlo negativo designado
“Meio” (células sem estimulacdo de 6leo essencial), onde se obteve o valor maximo de

viabilidade celular, 100 %.

Para garantir que os 6leos essenciais sao emulsionados no meio completo, recorreu-se ao
uso de um solvente, o DMSO. Contudo, teve de se averiguar se a concentracdo maxima de
teste dos Oleos essenciais o DMSO era biocompativel ndo tendo entdo influéncia na
citotoxicidade induzida pelos Oleos essenciais. Posto isto, é de salientar que se a
percentagem de viabilidade celular for superior a 70 % considera-se que essa concentra¢ao
€ nao toxica, sendo assim biocompativel para esta linha celular. Nesta 6tica pode-se
afirmar que o solvente usado apenas € citot6xico na concentracio mais elevada, isto é, na
concentracao a 2% (v/v). Analisando a figura 19 pode-se concluir que a concentracao de
0,250% o DMSO é biocompativel para esta linha celular, podendo-se inferir que a esta
concentracao a citotoxicidade verificada tanto nos 6leos essenciais apenas resulta da acao

destes e ndo da mistura entre o 6leo e o DMSO.
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Figura 19: Viabilidade celular (% controlo) apés 24 horas expostas a diferentes concentragoes do solvente

@

DMSO. “Meio” corresponde a células sujeitas ao meio de cultura completo. — Diferencas significativas

relativamente ao “Meio” calculadas por meio de anélise estatistica t-Test.

O o6leo essencial de S. aromaticum foi testada na gama de concentracio de 0,250% a
0,004% (v/v). A partir da concentracao de 0,008% até a concentracdo de 0,004% (v/v)
verifica-se que a viabilidade celular é superior a 70 % quando comparado com o controlo,
assim pode-se concluir que o 6leo essencial de S. aromaticum apenas é biocompativel
nestas duas concentragdes. Contudo, entre estas duas concentragdes constata-se que a
concentracao inferior, isto é, a 0,004, é aquela que apresenta uma maior percentagem de

viabilidade celular na linha celular utilizada. (Figura 20)

O dleo essencial de O. Basilicum foi testado a gama de concentracao de 0,250% a 0,004%.
Com a viabilidade superior a 70 % considera-se que essa concentracao é biocompativel
assim nas concentracoes de 0,008 a 0,004% (v/v), contrariamente nas concentragoes de
0,250 a 0,030% nao sdo biocompativeis para a linha celular HaCat. A concentracao de
0,016% pode gerar davidas em relagdo a sua biocompatibilidade uma vez que esta
concentracao interceta a percentagem minima de viabilidade celular, podendo considerar-
se que nao é uma concentracao ideal para se trabalhar neste tipo de células. (Figura 21)
Em relacao ao 6leo essencial de C. sinensis, este apenas € citotoxico nas concentracoes de
0,250 a 0,125% (v/v), uma vez que a viabilidade celular é inferior a 70% quando
comparado com o controlo negativo. Contudo, as restantes concentracoes, isto é, da
concentracao 0,060 a 0,004% sao biocompativeis para esta linha celular, e é de salientar
que a biocompativel ultrapassa a linha minima de viabilidade celular, podendo-se

constatar que estas concentracoes sao seguras para este tipo de células. (Figura 22)
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O 0leo essencial de O. vulgare é considerado um dos 6leos em estudo menos citotoxico,
uma vez que apenas é biocompativel na gama de concentracdo de 0,016 a 0,004% (v/v),
pois nestas concentracoes a viabilidade celular é superior a 70% quando comparado com o
controlo. Assim, as concentracées menos biocompativeis, de 0,250% a 0,030% (v/v), nao

sdo recomendadas para trabalhar com a linha celular utilizada. (Figura 23)

Em suma, pode-se concluir que o 6leo essencial de C. sinensis é o 6leo mais biocompativel
para a linha celular HaCat, pois apenas apresenta atividade citotoxica nas duas primeiras
concentracoes em teste, enquanto os Oleos essenciais em estudo nao apresentam
citotoxicidade até a concentracdo de 0,030% (v/v). As concentra¢des biocompativeis com
esta linha celular sdo 0,008 e a de 0,004% (v/v) em todos os 6leos em estudo podendo ser
usadas em ensaios futuros. A concentracao que difere entre os 6leos é a concentracao de
0,016%, podendo ser considerada como aquela que definiu entre os trés 6leos menos
biocompativeis qual era o mais e o menos toxico para esta linha celular. Assim,
comparando o 6leo essencial de S. aromaticum, de O. basilicum e o de O. vulgare conclui-
se que o menos biocompativel é o Oleo essencial de S. aromaticum, pois nesta
concentracdo a viabilidade celular € inferior a 70%. Como é verificado na figura 16 o 6leo
essencial de O. vulgare na concentracao de 0,016% é considerado nao téxico pois a sua

viabilidade celular ultrapassa os 70%.
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Oleo Essencial de Syzygium aromaticum

°

o 200+

c

(@]

o\‘; 150

8 *

S 100- |

g I

° 70 |- ... . ....J . I .....................

9 50

= |

—_ * I

QO = ==

g o711 T T
O O 9 0 o o o0 do o g
Q ST OY OY OY oY oY O

Figura 20: Viabilidade celular (% controlo) apés 24 horas em
contacto com diferentes concentracbes de 6leo essencial de S.
aromaticum. “Meio” corresponde as células expostas ao meio de
cultura completo. “DMSO” a células expostas ao solvente DMSO a
0,250% (v/v). “*” — Diferencas significativas relativamente ao

“Meio” calculadas por meio de anélise estatistica t-Test.

Oleo Essencial de Ocimum basilicum
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Figura 21: Viabilidade celular (% controlo) ap6s 24 horas em
contacto com diferentes concentragbes de 6leo essencial de O.
basilicum. “Meio” corresponde as células expostas ao meio de
cultura completo. “DMSO” a células expostas ao solvente DMSO a
0,250% (v/v). “*” — Diferengas significativas relativamente ao

“Meio” calculadas por meio de anélise estatistica t-Test.



Oleo Essencial de Citrus sinensis
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Figura 22: Viabilidade celular (% controlo) apbs 24 horas em
contacto com diferentes concentragcoes de 6leo essencial de C.
sinensis. Meio” corresponde as células expostas ao meio de cultura
completo. “DMSO” a células expostas ao solvente DMSO a 0,250%
(v/v). “*” — Diferengas significativas relativamente ao “Meio”

calculadas por meio de analise estatistica t-Test.
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Oleo Essencial de Origanum vulgare
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Figura 23: Viabilidade celular (% controlo) ap6s 24 horas em
contacto com diferentes concentracées de oleo essencial de O.
vulgare. “Meio” corresponde as células expostas ao meio de
cultura completo. “DMSO” a células expostas ao solvente DMSO a

@y

0,250% (V/V). — Diferencas significativas relativamente ao

“Meio” calculadas por meio de anélise estatistica t-Test.
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Tabela 16: Concentracoes biocompativeis do 6leo essencial de S. aromaticum, O. basilicum, O. vulgare,, C.

sinensis e do solvente DMSO para a linha celular HaCat.

Concentracao

biocompativel (% v/v)

Composto
Oleo essencial de
. <0,008
S. aromaticum
Oleo essencial de
. <0,016
O. basilicum
Oleo essencial de
<0,016
O. vulgare
Oleo essencial de
. . <0,060
C. sinensis
DMSO <1,000

4.4. Conclusao e Perspetivas Futuras

O ensaio MTT é amplamente empregue na quantificacdo da viabilidade celular, ja que a
conversao em cristais de formazano, ocorre intracelularmente através de um mecanismo
celular. Todavia, existem compostos naturais que sao capazes de reduzir o MTT através de
um mecanismo nao celular, refletindo-se em falsos positivos, deste modo este método

pode nao ser o mais eficaz nestas condicoes.

Os 0leos essenciais de C. sinensis, S. aromaticum, O. basilicum e de O. vulgare possuem
atividade citotoxica sobre a linha celular HaCat, comprovando assim que os seus

compostos nao dispoem da capacidade de converter o MTT por mecanismos nao celulares.

Para a linha celular HaCat, verificou-se que os 6leos essenciais podem ter um efeito
citotoxico ou estimulado, dependendo da concentracdo do 6leo em estudo. O efeito
estimulador da viabilidade celular da linha celular utilizada ocorre para as concentracoes
menores de Oleo essencial, enquanto o efeito citotéxico é visivel nas duas primeiras

concentracoes.

Futuramente, para analise de Oleos essenciais, podera ser interessante estudar os

compostos maioritarios no processo de conversao do MTT. Contudo também seria
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interessante estudar uma mistura de 6leos tanto na linha celular estudada, mas também

em diferentes linhas celulares.
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Capitulo 5
Estabilidade acelerada

5.1. Consideracoes gerais

A estabilidade de qualquer produto farmacéutico depende de diversos fatores, entre eles,
fatores ambientais, temperatura, humidade eluz. Existem outros fatores relacionados com
o produto em si, como as propriedades fisico-quimicas das substancias, como por
exemplo, do principio ativo ou os excipientes farmacéuticos, a sua composicao, entre
outros. Desta forma, foi necessario conceber estudos para aumentar a taxa de degradacao
quimica e mudanca fisica de um produto cosmético, recorrendo a utilizacdo de condicoes
de armazenamento exageradas, realizando assim testes de estabilidade. Assim, pode-se
afirmar que estes testes irdo “acelerar e prever” os efeitos das condi¢oes normais de
utilizagdo como também de armazenamento. Dentro do espetro de testes de estabilidade
encontram-se os testes de estabilidade acelerada, e estes foram desenvolvidos pois
fornecem informacdes desejadas num periodo mais curto. Para se obter o efeito
pretendido, as amostras sao sujeitas a condi¢coes que acelerem quaisquer alteragdes que
possam ocorrer em condicoes ditas normais durante um certo periodo de tempo. Quando
realizados os testes em condicOoes aceleradas deve-se garantir a estabilidade quimica,
estabilidade fisica dos produtos cosméticos sob condicGes apropriadas de armazenamento

e utilizacdo. [71-74]

Em suma, o objetivo dos testes de estabilidade de produtos cosméticos é assegurar que o
produto cumpre as normas pretendidas no que diz respeito a qualidade quimica e fisica
quando armazenado em condicdes adequadas. E de realcar que a informacio resultante
também pode ser util para melhorar o produto que se estd a testar ou entdo para

aperfeicoar a metodologia utilizada no ensaio acelerado de estabilidade. [71-74]

Com o proposito de induzir a aceleracdo desejada, as amostras, em geral, s3o submetidas
as seguintes condicoes de ensaio: 1) a 4°C, sendo que esta temperatura funciona como
controlo, uma vez que a esta temperatura as alteracbes que possam ocorrer sdo
consideradas minimas,; 2) Temperatura ambiente; 3) Temperaturas elevadas de 50°C-
80°C, é de salientar que se o produto apresentar uma boa estabilidade a estas
temperaturas é certamente estavel a condi¢oes normais; 4) Exposicao a luz, apesar de esta
ser dificil de mimetizar no laboratério uma vez que é preferivel sujeitar o produto a luz
solar, porém, pode-se recorrer a um armario que possua lampadas e as amostras sejam
mantidas nesse ambiente. E importante que as amostras sejam sujeitas no minimo a trés

temperaturas diferentes. [71-74]
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E de salientar que as condicoes de temperaturas elevadas irao acelerar quaisquer
alteracoes que possam ocorrer em condicoes normais, como anteriormente referido, a um
nivel molecular sendo que um aumento de 10°C de temperatura ird resultar numa

duplicacdo da taxa de reacao. [71-74]

Devido a diversidade de produtos cosméticos e a sua complexidade inerente, os testes de
estabilidade ndo podem ser prescritos, no entanto existe uma série de diretrizes
recomendadas por associagdes cosméticas globais como a International Federation of
Societies of Cosmetic Chemists (IFSCC) e a Cosmetic Europe. Em 2018 a British Standards
Institution publicou a ISO/TR 18811:2018 Cosmetics-Guidelines on the stability testing of
cosmetics, todavia o documento nao pretende especificar como deve ser realizado um teste
de estabilidade, apenas analisa a informacdo recolhida através de documentos
anteriormente publicados sobre este assunto, tais como os documentos publicados pela
IFSCC e pela Cosmetic Europe. Porém a ISSO é um recurso inicial que ajuda os fabricantes

a selecionar protocolos corretos para a realizacao de um teste de estabilidade. [71-74]

5.1.1. Objetivo

Este capitulo tem o objetivo de avaliar a estabilidade de aliquotas dos 6leos essenciais em
estudo, provenientes das espécies S. aromaticum, O. basilicum, O. vulgare e C. sinensis,
através de um ensaio de estabilidade acelerada em diferentes condi¢des, bem como

analisar as propriedades organoléticas dos mesmos.

5.2. Parte Experimental

5.2.1. Materiais e Métodos

5.2.1.1. Reagentes

Aliquotas dos quatro 6leos foram preparados em eppendorfs de 1,5 mL e tubos de falcon

de 15 mL novos.

5.2.1.2. Caracteristicas organolép«ticas

As propriedades organoléticas foram analisadas antes eapos estabilidade, entre elas,
estudou-se a coloracdo, o aroma e a textura das aliquotas de 6leo essencial. Com a
finalidade de comparar os resultados e analisar se durante o ensaio de estabilidade
acelerada estas propriedades se mantiveram constantes ou se de alguma forma sofreram

alteracoes.
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5.2.1.3. Ensaio de estabilidade acelerada

Os testes de estabilidade acelerada estdo desenhados para que ocorra um aumento da taxa
de degradacdo quimica e para tal recorre-se a condi¢fes de armazenamento exageradas tal
como por exemplo temperaturas elevadas. Pode-se afirmar que os resultados permitem
prever a estabilidade de um cosmético o que se vai refletir no efeito do mesmo a longo
prazo. Com duracdo de 8 semanas, este ensaio, teve como objetivo sujeitar aliquotas dos
quatros Oleos em estudo a condi¢des diferentes que mimetizassem determinadas condicdes
a que os Oleos podem estar sujeitos. Para isto colocaram-se aliquotas a temperatura
ambiente (23 £ 2°C), a uma temperatura de 5°C, sendo esta uma temperatura de controlo
uma vez que se pressupde que a temperaturas mais baixas as mudancas que possam ocorrer
sejam mais lentas de acontecer, numa estufa a 50°C e por fim com exposic¢édo direta de luz
sobre as aliquotas a temperatura ambiente. As propriedades organoléticas, entre elas, a
coloracgéo, odor e textura foram avaliadas antes e depois do termino do ensaio permitindo
assim uma comparacdo entre as aliquotas antes e depois da estabilidade, mas também entre

aliquotas de condicdes diferentes.

5.2.2. Esquema representativo da metodologia executada

Figura 24: Esquema representativo da metodologia adotada para o ensaio de estabilidade acelerada a

temperatura ambiente.

Figura 25: Esquema representativo da metodologia executada para o ensaio de estabilidade acelerada dos

6leos em estudo com exposicao direta 4 luz dos mesmos.
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5.3. Discussao de Resultados
Com o objetivo de acelerar a taxa de reagdo sujeitaram-se aliquotas as seguintes
condicobes, temperatura de 5°C, temperatura de 50°C, temperatura ambiente e a exposicao
de luz, com a finalidade de se averiguar se a capacidade antioxidante se manteve constante

ou sofreu alteracoes.

De forma a comparar visualmente as alteragoes sofridas, caracterizaram-se as
propriedades organoléticas, entre elas, o aroma, a coloracao e a textura. Estas foram
avaliadas antes de se sujeitarem as aliquotas a qualquer condicao e por fim quando se deu

por terminado o ensaio de estabilidade acelerada.

5.3.1. Oleo essencial de Syzygium aromaticum

Tabela 17: Descricao das caracteristicas organoléticas das aliquotas do 6leo essencial de S. aromaticum antes e

depois de serem sujeitas as condi¢oes do ensaio de estabilidade acelerada

Condicao Cor Aroma Textura
Doce
Inicial Amarelo Intenso Oleoso
intenso X
A flor seca
500 Amarelo Doce Oleoso
S Intenso Intenso
aromaticum Amarelo-
o Doce
50 °C escuro Intenso Oleoso
(muito forte)
Doce
Tambiente Amarelo Intenso Oleoso
Luz Amarelo- Doce Oleoso
escuro

Quando comparadasas aliquotas que foram mantidas nas condicoes de teste, verificou-se
que em relacdo a coloragdo, as variacoes mais significativas ocorreram na condi¢do da
temperatura mais elevada em estudo, 50°C, e na exposicao a luz. Porém, a aliquota que se
manteve mais estavel foi a aliquota sujeita a 5°C, o que seria de prever uma vez que a

temperaturas mais baixas a taxa de reacao é mais lenta (Figura 26).

Em relacao a atividade antioxidante, a estabilidade das aliquotas resultou num aumento

da capacidade de sequestrar radicais livres como é demonstrado pelo ensaio do DPPH,
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contudo, a capacidade de inibi¢do da peroxidacao lipidica reduziu ligeiramente, como se

verificou no ensaio (3-Caroteno/acido linoleico, em todas as condigoes de teste.

Cada aliquota do o6leo essencial de S. aromaticum correspondia a 675 ulL, todavia o
volume entre cada aliquota sofreu modificacoes, apesar disso, em comparacao com to
conjunto de oleos em estudo, este foi aquele que se mostrou mais estavel no que
corresponde ao volume final, pois a diminuicdo de volume foi notoéria apenas na
temperatura de 50°C, que equivale a uma diminuicdo de aproximadamente de 125 pL,
resultando num volume final de 550 pL. Enquanto que nas condicées de temperatura
ambiente, 5°C e exposicdo a luz, o volume final apenas variou 75 pL, originando um
volume final de 600 pL. Contudo no eppendorf das condicées de exposicao a luz e a
temperatura de 50°C, era visivel gotas de condensacao, principalmente no eppendorf que

continha a aliquota sujeita a temperatura de teste mais elevada, 50°C.

Em suma, em relagdo as propriedades organoléticas do 6leo de S. aromaticum , estas

mantiveram-se estaveis, apenas a coloracdo demonstrou sofrer significativas alteracgoes.

Figura 26: Fotografias da aliquota do 6leo essencial de S. aromaticum previamente a ser sujeita as diferentes

condicoes de estabilidade acelerada, e apos o término do ensaio de estabilidade nas diversas condicoes.

77



Estudo da estabilidade da atividade antioxidante de 6leos essenciais com interesse para a industria cosmética

5.3.2. Oleo essencial de Ocimum basilicum

Tabela 18: Descricdo das caracteristicas organoléticas das aliquotas do 6leo essencial de O. basilicum

antes e depois de serem sujeitas as condi¢des do ensaio de estabilidade acelerada

Condicao Cor Aroma Textura

Fresco
Inicial Amarelo-claro A planta Oleoso
Ativo
A planta
5°C Amarelo-claro Fresco Oleoso
Ativo
O. basilicum A planta
50 °C Amarelo- Intenso Oleoso
escuro X
Ativo
A planta
Tambiente Amarelo-claro Fresco Oleoso
Ativo
A planta
Fresco
Intenso
Robusto

Luz Amarelo-claro Oleoso

Foram caracterizadas as propriedades organoléticas antes e depois da realizacao do ensaio
de estabilidade. Apdés o seu término, verificou-se que em termos de coloracdo, apenas
ocorreu uma alteracao significativa na aliquota que se manteve a 50°C, por isso pode-se
concluir que a coloragdo durante 8 semanas em 3 condicoes nomeadamente, temperatura
ambiente, 5°C e exposicao a luz, se manteve praticamente constante, sendo considerada
estavel (Figura 27). A capacidade antioxidante foi estudada apos o fim do periodo do
ensaio de estabilidade acelerada e verificou-se que em todas as condicoes a capacidade de
inibir a peroxidacao lipidica diminuiu, apesar disso, a capacidade de sequestrar radicais
livres aumentou, que se traduz num maior indice de atividade antioxidante. As aliquotas
sujeitas as condigdes definidas no ensaio de estabilidade acelerad, constituiram num
volume final de 1 mL de 6leo essencial de O. basilicum. No entanto, na condi¢do de
temperatura a 50°C, ap6s o témino do ensaio, o volume da aliquota submetida a esta
temperatura, diminuiu, resultando assim num volume final de 500 pL. Contudo, as
aliquotas das seguintes condicOes, temperatura igual a 5°C, temperatura ambiente e
exposicao a luz, mantiveram constante o seu volume durante o periodo no qual decorreu o
ensaio de estabilidade acelerada. Por fim. pode-se afirmar que o aroma se manteve estavel
em todas as condicgOes, nao sofrendo alteracoes significativas, assim, consequentemente
pode-se concluir que o 6leo essencial de O. basilicum se mantém estavel em relacao ao seu

aroma em todas as condicOes, apenas demonstrou uma taxa de degradacao mais elevada,
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na temperatura de 50°C, o que seria expectavel, no que diz respeito a sua volatilidade,

podendo justificar a diminui¢ao do volume final.

Figura 27: Fotografias da aliquota do dleo essencial O. basilicum previamente a ser sujeita as diferentes

condicOes de estabilidade acelerada, e ap6s o término do ensaio de estabilidade nas diversas condigoes.

5.3.3. Oleo essencial de Origanum vulgare

Tabela 19: Descricao das caracteristicas organoléticas das aliquotas do 6leo essencial de O. vulgare antes e

depois de serem sujeitas as condig¢oes do ensaio de estabilidade acelerada

Condicao Cor Aroma Textura
Fresco
.. . Intenso a Oleoso
Inicial Amarelo/Esbranquicado planta Gorduroso
Amargo
: A planta Oleoso
(o]
5°C Amarelo/Esbranquigado Fresco Gorduroso
O. vulgare
A planta Oleoso
50 °C Amarelo-escuro Menos
; Gorduroso
intenso
. : A planta Oleoso
Tambiente Amarelo/Esbranquicado  yp i bicto Gorduroso
. Doce Oleoso
Luz Amarelo/Esbranquicado Intenso
Gorduroso
Robusto

As propriedades organoléticas do dleo essencial de O. vulgare foram avaliadas antes e
depois do ensaio de estabilidade acelerada. Relativamente as suas caracteristicas
organoléticas e comparando com todos os 6leos essenciais em estudo, constatou-se que o

60leo de O. vulgare demonstrou alteracoes significativas no que diz respeito a sua

79



Estudo da estabilidade da atividade antioxidante de 6leos essenciais com interesse para a industria cosmética

coloracdo e ao seu volume final ap6s a conclusdo do ensaio de estabilidade acelerada

(Figura 28).

Em comparacdo com a aliquota inicial, isto é, antes de ser sujeita a qualquer tipo de
condicao, verificou-se a coloragao e o aroma do 6leo essencial de O. vulgare, e constatou-
se que a coloracdo sofreu alteracbes na condicdo de temperatura a 50°C, tornando-se

relativamente mais escura.

A aliquota de 6leo essencial de O. vulgare consistiu num 1 mL em quatro eppendorfs
distintos, cada um destinado a uma condicao de teste diferente. Apds o término do ensaio,
avaliou-se o volume final, e verificou-se que a Gnica condicao que manteve estavel o seu
volume, resultando num volume constante, isto é, igual ao inicial, foi a aliquota sujeita a
temperatura de 5°C, o que seria de prever, pois a esta temperatura as reagdes que possam
ocorrer sao mais lentas. Em contraste, a temperatura de 50°C, foi aquela que demonstrou
uma diminuicao significativa do volume final, perfazendo um volume final de
aproximadamente 300 pL. Contudo, também se verificou um decréscimo de volume nas
condicbes de temperatura ambiente e de exposicao a luz, resultando em 800 pL e 600 pL,

respetivamente, de volume final.

Em relacdo ao aroma, o 6leo essencial de O. vulgare, sofreu alteragdes consideraveis,
principalmente na aliquota de 50°C, pois obteve-se um decréscimo de aroma, o que pode
significar a volatilidade de varios compostos responsaveis pelo aroma do 6leo essencial de
O. vulgare. Porém, o seu aroma na aliquota exposta a luz também variou resultando num

aroma mais adocicado, contrastando com a aliquota inicial.

Comparando os ensaios que traduzem a atividade antioxidante constatou-se que no que
concerne a capacidade da peroxidacdo lipidica, esta manteve-se praticamente constante,
apesar disso, o indice de atividade antioxidante obtido no ensaio de reducao de DPPH,
aumentou, o que se traduz numa maior atividade antioxidante ap6s o ensaio de

estabilidade acelerada.

Resumidamente, o 6leo essencial de O. vulgare demonstrou um comportamento estavel,
no que diz respeito a capacidade de inibicado da peroxidacao lipidica, as caracteristicas
organoléticas, nomeadamente a coloracao das aliquotas.Todavia, em relacao a volatilidade
dos compostos que constituem o 6leo, estes ndo se mostraram estaveis, como é verificado

na aliquota sujeita a temperatura mais elevada de teste.
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Figura 28: Fotografias da aliquota do 6leo essencial de O. vulgare previamente a ser sujeita as diferentes

condigbes de estabilidade acelerada, e ap6s o término do ensaio de estabilidade nas diversas condigoes.

5.3.4. Oleo essencial de Citrus sinensis

Tabela 20: Descrigdo das caracteristicas organoléticas das aliquotas do dleo essencial de C. sinensis antes e

depois de serem sujeitas as condi¢bes do ensaio de estabilidade acelerada

Condicao Cor Aroma Textura
Inicial Transparente A cfa sca do Aguada
ruto
. A casca do Oleoso
(o]
5°C Transparente/Esbranquicado fruto Gorduroso
C. sinensis Artificial ol
o . ificia €0S0
50 °C Amarelo muito escuro Forte Gorduroso
T Transparente A casca do Oleoso
ambiente P fruto Gorduroso
A casca do Oleoso
Luz Transparente/Esbranquicado fruto
I Gorduroso
ntenso

O o6leo essencial de C. sinensis foi colocado em aliquotas contendo 3 mL em tubos de
ensaio, para posteriormente ser sujeito as quatro condicoes de teste. Visualmente, as

propriedades organoléticas analisadas foram a coloracao, aroma e textura.

No que concerne a coloragao, a aliquota antes do ensaio de estabilidade acelerada possuia
uma coloragao transparente, todavia esta coloracao apenas se manteve constante em trés
condicoOes, temperatura ambiente, temperatura a 5°c e a exposicao a luz. Pelo contrario, a
coloracdo na aliquota a 50°C alterou-se significativamente, pois apresenta uma coloracgao

amarela-escura (Figura 29).

O aroma caracteristico do 6leo essencial de C. sinenis é o odor a casca de laranja. Com o

fim do ensaio de estabilidade acelerada, verificou-se que conforme as condigdes a que as
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aliquotas estiveram sujeitas, o aroma sofreu ligeiras alteracoes, tornando-se mais intenso
na aliquota que se encontrou exposta a luz, mas também se tornou mais forte perdendo
parcialmente o odor caracteristico na aliquota sujeita a 50°C, considerando este aroma o
mais artificial em comparacdo com as restantes aliquotas sujeitas ao ensaio de

estabilidade acelerada.

Como referido anteriormente, as aliquotas consistiam em 3 mL de 6leo essencial de C.
sinensis, no entanto, o volume final apenas se manteve constante na aliquota colocada a
5°C. As variacoes de volume foram significativas na aliquota exposta a luz e na aliquota
sujeita a temperatura ambiente, contudo o decréscimo foi mais acentuado na aliquota

exposta a luz. No que corresponde a aliquota mantida a 50°C, esta apresentou uma

consisténcia de gel, ndo permitindo determinar qual o seu volume final.

Numa anélise visual, constatou-se que no tubo de falcon que foi destinado a temperatura
ambiente, este apresentava nas paredes do tubo gotas de condensacdo, o mesmo se
verificou no tubo de falcon exposto a luz. No que diz respeito ao tubo de falcon sujeito a
temperatura de 50°C, o volume nao pode ser contabilizado uma vez que o liquido devido a

diversos processos, resultou num gel.

De forma a comparar se a atividade antioxidante se manteve constante realizou-se o
ensaio de reducdo do DPPH e o sistema [3-Caroteno/4cido linoleico. Os resultados obtidos
demonstraram que apesar de o dleo essencial de C. sinensis ser considerado o menos
estavel, mostrou um comportamento elevado na inibicdo da peroxidacdo lipidica, em
comparacdo com os restantes 6leos essenciais em estudo. Em relacdo a capacidade de
sequestrar radicais livres, o seu poder antioxidante teve um ligeiro aumento, no entanto,
foi 0 6leo com um menor indice de atividade antioxidante. E de realcar que para os ensaios
realizados para avaliar a atividade antioxidante apenas se recorreu as aliquotas sujeitas as
seguintes condicoes: temperatura ambiente e temperatura a 5°C, visto que o 6leo essencial
de C. sinensis nao se manteve estavel na aliquota exposta a luz e na aliquota sujeita a
temperatura mais elevada (50°C), sendo consideradas nao elegiveis para a repeticao dos

ensaios anteriormente referidos.

Por fim, o 6leo essencial de C. sinensis, foi considerado entre os 6leos em estudo, aquele
que demonstrou um comportamento menos estavel nas caracteristicas organoléticas,
como o odor e no volume final. Contudo, a sua capacidade de inibicao da oxidacao do [-
Caroteno manteve-se constante, enquanto a capacidade de sequestrar radicais livres

aumentou ligeiramente.
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Figura 29: Fotografias da aliquota do 6leo essencial de C. sinensis previamente a ser sujeita as diferentes

condigbes de estabilidade acelerada, e ap6s o término do ensaio de estabilidade nas diversas condigoes.

5.4. Conclusao e Perspetivas futuras
O proposito de estudar a estabilidade dos produtos cosméticos é para assegurar se
ocorrem modificacoes a nivel quimico, fisico e garantir a funcionalidade do produto

quando armazenado em condi¢oes adequadas.

Avaliaram-se as propriedades organoléticas de cada 6leo apo6s o periodo de 8 semanas e
constatou-se visualmente que o 6leo menos estavel foi o 6leo de C. sinensis uma vez que a
nivel do volume final este sofreu significativas alteracoes. Pelo contrario, o 6leo que se
considerou como sendo o que apresentou maior estabilidade foi o 6leo de O. basilicum,

pois o volume manteve-se constante em 3 condicGes entre as 4 condi¢oes em estudo.

As aliquotas que se sofreram modificacbes significativas foram aquelas que estiveram
sujeitas as seguintes condices de teste, temperatura igual a 50°C e exposicdo a luz,

demonstrando variacoes a nivel do volume e da coloracao.

Futuramente seria interessante avaliar a estabilidade em diferentes condicées, como é
descrito pela IFSCC, realizando 0s seguintes ensaios: Teste
congelamento/descongelamento, amostra sujeita a temperatura de 37°C e Temperatura a
37°C com 80% de humidade relativa. Contudo seria importante avaliar o comportamento

dos 6leos essenciais em estudo em tempo real.
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Capitulo 6

Composicao quimica

6.1. Consideracoes gerais
O objetivo deste capitulo é determinar a composicdo quimica dos Oleos essenciais de
Ocimum basilicum, Origanum vulgare, Sygygium aromaticum e de Citrus sinensis com a

finalidade de compreender as suas aplicagoes e atividades biologicas.

A caracterizacdo fitoquimica de todos os oOleos essenciais em estudo foi realizada
recorrendo ao método GC-MS. Este método é apontado para a anélise de distintos
compostos de amostras que possuem um baixo peso molecular e volateis. E considerado

um método quantitativo, eficiente, reprodutivel e sensivel.

6.2. Parte Experimental

6.2.1. Materiais e Métodos

O perfil volatil do 6leo essencial de Sygyzium aromaticum, Ocimum basilicum, Origanum
vulgare e de Citrus sinensis, foi conseguido por cromatografia gasosa acoplada a um
espetrofotometro de massa (GC-MS SCION 456, Bruker). Os 0leos essenciais foram
previamente diluidos no solvente organico, n-pentano, e seguidamente 1 puL da diluicao
resultante foi injetada no GC-MS, recorrendo-se a um split de 1:80. A temperatura inicial
foi programada para os 45°C, aumentando gradualmente 3°C/min até aos 175°C e
finalmente aumenta a temperatura até aos 300°C com uma taxa de aquecimento de
15°C/min, permanecendo nesta temperatura durante 10 minutos. O injetor e o detetor
foram mantidos a 220°C e a 250°C, respetivamente. A identificacdo dos compostos foi
baseada na comparacao de espetros de massa com espetros de massa da biblioteca NIST
que se encontra incluida no software do equipamento. A quantidade relativa de cada
composto foi expressa em percentagem da 4rea relativa do pico do composto
relativamente a 4rea total dos picos identificados da amostra, bem como em percentagem
da area relativa do pico de cada composto relativamente a area do pico do composto
maioritario. Esta analise foi efetuada pelo Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira

Interior do Instituto Politécnico de Castelo Branco.
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6.3. Discussao de Resultados
6.3.1. Oleo essencial de Ocimum basilicum
Tabela 21: Composi¢ao dos 6leos essenciais de Ocimum basilicum antes e apos o ensaio de estabilidade a

temperatura ambiente. A % Area representa a quantidade relativa de cada composto, obtida através da relacio

entre a area relativa do composto e a area total dos picos identificados na amostra.

Ocimum basilicum

Nome do composto Ocimum’basilicum (temperatura
%Area ambiente)
%Area
a-Pinene 0,22 0,19
Thujene 0,10 0,09
[-Pinene 0,41 0,42
-Myrcene 0,35 0,20
D-Limonene 0,08 0,08
Eucalyptol 9,33 10,11
B-Ocimene 0,61 0,28
Terpinolene 0,14 e
Linalool 67,57 71,10
Camphor 0,80 0,79
Borneol 0,09 o
a-Terpineol 0,58 0,43
Bornyl acetate 1,06 1,08
Eugenol 6,09 3,16
B-Elemene 0,61 0,54
Caryophyllene 0,15 -
a-Bergamotene 6,61 6,74
a-Guaiene 0,08 0,06
Humulene 0,25 0,18
cis-Muurola-4(15),5-diene 0,12 -—--
Germacrene D 1,18 1,03
Biclyclogermacrene 0,19 e
0-Guaiene 0,40 0,33
y-Cadinene 1,27 1,21
t-Cadinol 1,27 1,04
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No o6leo essencial de Ocimum basilicum foram identificados 99,55% dos compostos
quimicos, sendo o composto maioritario o linanool (67, 57%) e o eucaliptol (9,33 %). Apds
o ensaio de estabilidade verificou-se que os dois compostos em maior percentagem sao
igualmente o linalool (771,70%) e o eucaliptol (10,11%), representando numa percentagem
de aumento de 0,78 % e 3,53 %, respetivamente. Contudo, pode-se constatar que a sua
percentagem € ligeiramente superior na aliquota sujeita a temperatura ambiente, o que
mostra que o 6leo essencial de Ocimum basilicum manteve a sua composicao estavel, nao
sofrendo diferencas relevantes em todos os compostos, nomeadamente nos compostos que

se encontram em maior percentagem.

6.3.2. Oleo essencial de Origanum vulgare

Tabela 22: Composi¢ao dos dleos essenciais de Origanum vulgare antes e apés o ensaio de estabilidade a
temperatura ambiente. A % Area representa a quantidade relativa de cada composto, obtida através da

relacdo entre a area relativa do composto e a area total dos picos identificados na amostra.

Origanum vulgare Origanum vulgare
Nome do composto ; (temperatura ambiente)
%Area %Area
a-Pinene 0,28 0,25
Camphene 0,04 0,04
B-Pinene 0,10 0,10
B-Myrcene 0,21 0,13
p-Cymene 3,06 2,23
D-Limonene 40,64 27,13
Eucalyptol 0,26 0,35
Linalool 0,91 1,20
cis-p-Mentha-2,8-dien-1-ol 0,10 0,15
Camphor 0,39 0,46
Borneol 0,49 0,61
Terpinen-4-ol 0,29 0,36
a-Terpineol 0,27 0,37
Thymol 0,88 1,19
Carvacrol 50,99 64,08
Caryophyllene 0,60 0,68
Humulene 0,05 0,07
Caryophyllene oxide 0,15 0,20

No oOleo essencial de Origanum vulgare foram identificados 99,70% dos compostos

quimicos, sendo o maioritario o carvacrol (50,09%) seguido do D-limoneno (40,64%).

86



Estudo da estabilidade da atividade antioxidante de 6leos essenciais com interesse para a industria cosmética

Apos o ensaio de estabilidade acelerada, a aliquota sujeita a temperatura ambiente foi
analisada e verificou-se que as percentagens sdo superiores as obtidas anteriormente,
todavia o composto maioritario é o carvacrol (64,08%) com uma percentagem de aumento
de 13,09% e o D-limoneno (27,18%) em seguida representando uma reducao de 13,51%.
Com isto constata-se que o oleo essencial de Origanum vulgare nao demonstrou um
comportamento muito estavel no que diz respeito as percentagens dos compostos que o
constituem. Este resultado pode provir de reacoes a que os compostos estao sujeitos como
isomerizacao, oxidacao, desidrogenacao, entre outras, o que traduz numa degradagao dos

compostos iniciais e as diferencas entre as percentagens obtidas.

6.3.3. Oleo Essencial de Sygyzium aromaticum

Tabela 23: Composi¢ao dos 6leos essenciais de Syzygium aromaticum antes e apés o ensaio de estabilidade a
temperatura ambiente. A % Area representa a quantidade relativa de cada composto, obtida através da

relacdo entre a area relativa do composto e a area total dos picos identificados na amostra.

Syzygium Syzygium aromaticum
aromaticum (temperatura ambiente)
Nome do composto %Area %Area

Eugenol 66,12 85,30
Caryophyllene 8,34 2,77
Humulene - 0,24
Eugenyl acetate 24,66 11,34
Caryophyllene oxide T 0,34

Para o 6leo essencial de Sygyzium aromaticum foram identificados 100% dos compostos
quimicos, sendo o composto maioritario o eugenol (66,12%) e em seguida o acetato de
eugenilo (24,66%). Com o término do ensaio de estabilidade acelerada, estudou-se a
composicao quimica da aliquota sujeita a temperatura ambiente, e constatou-se que o
eugenol (85,30%) com aumento de 19,18%, é aquele que se encontra com uma
percentagem mais elevada, sendo assim o composto maioritario, seguido acetato de
eugenilo (11,34%) que sofreu um decréscimo de 13,32 % face a aliquota inicial. Com a
analise da aliquota sujeita a temperatura ambiente, constatou-se que o composto
maioritario se apresenta em maior percentagem, enquanto o acetato de eugenilo sofreu
um decréscimo, demonstrando assim que o 6leo essencial de Sygyzium aromaticum a
nivel fitoquimico nao teve um comportamento estavel. Este resultado pode advir das

reacoes a que os compostos estiao sujeitos como isomerizacao, oxidacao, desidrogenacao,
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entre outras, o que traduz em aparecimento de novos compostos, a degradacao dos

compostos iniciais e as diferencas entre as percentagens obtidas.

6.3.4. Oleo essencial o de Citrus sinensis

Tabela 24: Composi¢do dos Oleos essenciais de Citrus sinensis antes e apos o ensaio de estabilidade a
temperatura ambiente. A % Area representa a quantidade relativa de cada composto, obtida através da

relacdo entre a area relativa do composto e a area total dos picos identificados na amostra.

Citrus sinensis

Nome do composto Citrus ’sinensis (temperatura
%Area ambiente)
%Area

a-Pinene 0,39 0,56
Thujene 0,42 0,50
B-Pinene 0,13 0,22
B-Myrcene 0,84 .
p-Cymene 0,10

D-Limonene 97,27 92,59
Linalool 0,62 3,18
Terpinen-4-ol ——- 0,49
a-Terpineol —- 0,61
Eremophilene ——- 0,68
Octanal — 0,27
0-Cymene — 0,11

No o6leo essencial de Citrus sinensis foram identificados 99,78% dos compostos quimicos,
sendo o composto maioritario o D-limoneno (97,27%). Ap6s o ensaio de estabilidade
acelerada, analisou-se a composicao quimica da aliquota sujeita a temperatura ambiente e
verificou-se que o composto que se encontra em maior percentagem é o D-limoneno
(92,59%), apesar de se encontrar numa percentagem mais baixa, constatando-se uma
reducao de 4,63%. O composto que sofreu um aumento foi o composto linalool com uma
acréscimo de 2,56% quando comparado com a aliquota inicial. Com este resultado
constata-se que o 6leo essencial de Citrus sinensis ndo tem um comportamento estavel

relativamente a percentagem de compostos na sua constituicao.

6.4. Conclusao

A caracterizacdo quimica antes e ap6s o ensaio de estabilidade acelerada dos o6leos
essenciais em estudo permitiu verificar os compostos maioritarios, mas também a

ocorréncia de modificacoes a nivel da composicao dos mesmos. Contudo, comparando as
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composicoes quimicas constata-se que o composto maioritario em todos os 6leos se
mantém o mesmo, apesar de se encontrar em percentagens semelhantes no que diz
respeito ao 6leo essencial de Ocimum basilicum e em percentagens distintas no 6leo
essencial de Citrus sinensis e nos 6leos essenciais de Sygyzium aromaticum e Origanum

vulgare.

Os resultados obtidos permitem concluir que a composi¢do quimica dos 6leos essenciais
sofreram alteracOes, todavia o 6leo essencial que demonstrou um comportamento mais
estavel foi o 6leo de Ocimum basilicum enquanto o menos estavel foi o 6leo essencial de

Citrus sinensis.
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Capitulo 7

Discussao Geral

Os antioxidantes sdo adicionados aos produtos cosméticos com o objetivo de evitar a
oxidac¢ao dos restantes ingredientes da formulacdo, mas também de manter a quantidade
de antioxidantes na pele que tém a principal funcao de a proteger dos danos causados
pelas reacoes de oxidacdo que possam ocorrer. Porém, os compostos habitualmente
utilizados como antioxidantes em produtos cosméticos, tém sido associados a problemas
de satide, nomeadamente problemas de toxicidade e de carcinogénese. E de realcar que os
antioxidantes quando presentes no produto devem permanecer estaveis nao reagindo com

as outras substancias.

Este estudo procurou analisar quatros 6leos essenciais provenientes de C. sinensis, S.
aromaticum, O. basilicum e de O. vulgare, e estuda-los no que diz respeito a atividade
antioxidante e citotéxica, com o objetivo de serem utilizados como ingredientes ativos em

formulacGes cosméticas antienvelhecimento.

A atividade biologica de um 6leo depende da atividade dos compostos que o constituem.
Deste modo foi realizado um estudo da sua caracterizacdo quimica, pelo meio da técnica
de GC-MS.

Os Oleos essenciais sao constituidos maioritariamente por compostos pertencentes a
familia dos terpenos como o linalool, D-limoneno e carvacrol mas também da familia dos

fenilpropanos como o eugenol.

Avaliou-se também atividade citotoxica, que permite estabelecer os limites de
concentracdo seguros para a utilizacdo dos 6leos sem estes apresentarem toxicidade

celular como possiveis ingredientes de uma formulacao topica.

De acordo com a norma ISO/EN 10993-5 - Biological evaluation of medical devices -
Part 5: Tests for in vitro cytotoxicity o limite minimo de percentagem de viabilidade
celular é de 70%. Nesta perspetiva compararam-se os resultados obtidos entre os quatro
6leos essenciais. E de salientar que se verificou que conforme a diminuicio da
concentracdo, o aumento da viabilidade celular foi observado. Nesta 6tica, o 6leo menos
biocompativel com a linha celular HaCat foi o 6leo de S. aromaticum, uma vez que apenas
apresenta biocompatibilidade nas duas concentracbes mais baixas, isto é, nas
concentracoes de 0,008 e 0,004%. Contudo, pode-se afirmar que a melhor concentracao

de trabalho entre estas duas concentracoes é a concentracao de 0,004% (v/v), uma vez que
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a viabilidade celular ultrapassa com seguranca o limite de viabilidade celular. E de referir
que as duas concentragdes mais altas (0,250 e 0,125% v/v) exercem um efeito citotoxico
na linha celular usada para todos os 6leos essenciais. Em relacdo ao DMSO, este mostrou
ser citotoxico na concentracao mais alta de teste (2% v/v). Contudo, podemos constatar
que o potencial citotoxico dos 6leos essenciais é superior ao do DMSO nas concentracoes
de teste em comum (de 0,250 a 0,008% v/v), confirmando assim que a citotoxicidade
verificada apenas deriva dos 6leos em estudo e ndo do solvente usado para a sua

solubilizacdo.

Na literatura, estudos ja realizados com 6leos essenciais demonstram um largo espetro de
atividades biologicas, entre elas, a atividade antioxidante. Associado ao envelhecimento da
pele esta a incapacidade de o organismo nao conseguir reagir contra as espécies reativas
de oxigénio, desta forma é necessario um agente externo para realizar esse efeito. Deste
modo, procedeu-se a analise da atividade antioxidante do Oleo essencial de S.
aromaticum, O. Basilicum, O. vulgare e de C. sinensis, de forma a ter uma possivel

aplicacdao em formulagOes cosméticas de antienvelhecimento.

A atividade antioxidante foi determinada pelo método de reducio do radical DPPH e pelo

Sistema B-Caroteno/acido linoleico.

Em relacio ao método de reducdo do radical DPPH verificou-se que todos os oleos
essenciais possuem atividade antioxidante nas condi¢bes em que o estudo se realizou,
demonstrando assim que sdo ingredientes interessantes para a utilizacdo como

substancias de combate ao envelhecimento da pele.

A concentracao para qual o 6leo essencial de S. aromaticum tem a capacidade de reduzir
50% da concentracdo inicial de DPPH é de 0,0007 pg/mL, traduzindo-se num IAA de
3,18, demonstrando ser assim um potente 6leo essencial com atividade antioxidante, uma
vez que o seu IAA é superior a 2. Com as aliquotas de 6leo essencial sujeitas ao ensaio de
estabilidade acelerada verificou-se que ocorreu um aumento do IAA na aliquota sujeita a
temperatura de 50°C, uma vez que o EC;, diminuiu quando comparado com as restantes
aliquotas. Contudo, o IAA das aliquotas sujeitas a temperatura ambiente e de 5°C foi
semelhante podendo inferir-se que o 6leo nestas condicoes possivelmente possui uma
caracterizacdo quimica semelhante, neste caso, o composto maioritario é o eugenol.
Apesar disso, pode-se verificar que quando comparado o IAA inicial com o IAA das
aliquotas de teste, este se encontra dentro da mesma ordem de grandeza, demonstrando
assim que o 6leo essencial de S. aromaticum é estavel no que diz respeito a transferéncia

de um eletrao para um radical livre, inativando-o. A estabilidade da atividade antioxidante
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pode ser corroborada pelas propriedades organoléticas, uma vez que estas se mantém
semelhantes entre si. Porém, quando analisada a atividade antioxidante do 6leo essencial
de S. aromaticum contra a peroxidacio lipidica, a concentracdo que inibe 50 % da
oxidac¢ao do B-Caroteno devida aos produtos da degradacao oxidativa do acido linoleico, é
de 0,55% (v/v), realcando assim o potencial antioxidante do Oleo essencial de S.
aromaticum. Porém, quando comparado o ICs, inicial com os ICs;, obtidos para as
aliquotas do ensaio de estabilidade acelerada verificou-se que o ICs, sofreu alteracoes em
todas as aliquotas em teste, aumentando, demonstrando assim que a atividade
antioxidante diminui ap6s o teste de estabilidade acelerada. Contudo, o ICs, da aliquota de
50°C, luz e temperatura ambiente é semelhante realcando que o 6leo essencial nestas
condicOes possui os mesmos compostos em percentagens relativas semelhantes. Apesar
disso, a aliquota que mostrou um comportamento antioxidante inferior contra a

peroxidacao lipidica foi a aliquota sujeita a temperatura de 5°C.

Com os resultados obtidos para ambos os métodos, pode-se concluir que o dleo essencial
de S. aromaticum se demonstrou estavel nas aliquotas sujeita a temperatura ambiente e
exposta a luz, traduzindo-se assim numa composicao quimica semelhante. Todavia, é de
salientar que apesar de o 6leo de S. aromaticum mostrar uma atividade antioxidante
estavel no método de reducao do radical de DPPH, o mesmo nao se verificou no sistema [3-

Caroteno/éacido linoleico.

Apesar da atividade antioxidante n3o se mostrar concordante para ambos os métodos, os
resultados obtidos evidenciam o interesse deste 6leo como possivel ingrediente cosmético

numa formulagdo antienvelhecimento.

Com um EC5;, inicial de 0,00160 pg/mL, o 6leo essencial de O. basilicum possui um IAA
de 1,57, sendo considerado um antioxidante forte, uma vez que o valor obtido é superior a
1 mas inferior a 2. Verificou-se que em todas as aliquotas sujeitas ao ensaio de estabilidade
acelerada o ECso aumentou traduzindo-se numa diminuicao do IAA, representando assim
uma diminuicdo da atividade antioxidante. Contudo, esta diminuicao foi mais acentuada
na aliquota exposta a luz, uma vez que o ECs, foi de 0,0069 ug/mL. Os resultados obtidos
para as aliquotas do ensaio de estabilidade acelerada evidenciam que a composicao
quimica do 6leo essencial deve ser semelhante (linalool e eucaliptol, este Gltimo numa
percentagem relativa inferior, sendo o linalool o composto maioritario) nas aliquotas
sujeitas a 5°C, 50°C e a temperatura ambiente, uma vez que o IAA de cada uma das
aliquotas é semelhante. Em relacio a atividade antioxidante contra a peroxidacao lipidica,
inicialmente o ICs, foi de 0,88 % (v/v), e comparando com as aliquotas do ensaio de

estabilidade acelerada o ICs, destas foi superior o que expressa uma diminuicdo da
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atividade antioxidante do 6leo essencial de O. basilicum contra a acdo dos radicais
provenientes da oxidacdo de lipidoss. E de salientar que os resultados obtidos para o ICs,
para as aliquotas sujeitas ao ensaio de estabilidade acelerada se encontram todos na
mesma ordem de grandeza, reforcando assim a ideia de que este 6leo essencial manteve os
seus compostos em percentagens semelhantes uma vez que os resultados sdo muito
similares entre si. E de realcar que o 6leo essencial de O. basilicum foi aquele que mostrou
ser o mais estavel quando analisadas as caracteristicas organoléticas apés o término do
ensaio de estabilidade acelerada o que corrobora com os resultados obtidos para ambos os

métodos.

Para reduzir 50 % da concentragao inicial de DPPH o 0Oleo essencial de O. vulgare
necessita inicialmente de 0,3078 ug/mlL, refletindo-se num IAA de 0,01, sendo
considerado um antioxidante fraco uma vez que possui um IAA inferior a 0,5. Quando
analisados os resultados obtidos para as aliquotas sujeitas ao ensaio de estabilidade
acelerada, verificou-se um aumento do IAA como se pode observar pela diminui¢cao do
ECso para cada aliquota de teste. No entanto, é de reforcar que na aliquota exposta a luz, o
aumento do IAA foi mais evidente, uma vez que o ECs, foi de 0,0203 pg/mL. Inicialmente
o 0leo essencial de O. vulgare obteve um ICs, de 1,62 % (v/v), o que demonstrou que de
entre os Oleos essenciais presentes neste estudo, este foi aquele que mostrou uma
eficiéncia mais baixa na inibicdo da peroxidacao lipidica. Porém, as caracteristicas
organoléticas deste 6leo nao se mantiveram estaveis, o que se reflete na sua capacidade
antioxidante contra a oxidacdo de lipidos, pois de entre as aliquotas elegiveis para a
determinacao da atividade antioxidante pelo sistema [B-Caroteno/acido linoleico, os
resultados variaram entre aliquotas. Todavia, observou-se que o IC;, para a aliquota
exposta a luz é similar ao IC;, obtido inicialmente, podendo traduzir-se na composicao
quimica semelhante entre a aliquota inicial e a aliquota do ensaio de estabilidade
acelerada. Contudo, a aliquota sujeita a 5°C e a temperatura ambiente obtiveram valores
de IC;, distintos entre si, apesar disso ambas as aliquotas possuiram um comportamento
mais antioxidante quando comparadas com a aliquota inicial, uma vez que para ambas, o
ICs, foi inferior ao obtido inicialmente. O aumento de atividade antioxidante na aliquota
sujeita a temperatura ambiente deve-se a presenca do carvacrol (composto maioritario)
mas também na sua composicao quimica o D-limoneno aparece com uma percentagem
relativa superior quando comparada com a composicao quimica da aliquota inicial. Esta
analise da composicdo quimica pode sugerir a sinergia entre os dois compostos
anteriormente referidos, aumentando assim a atividade antioxidante deste 6leo essencial.
O carvacrol é um alcool monoterpénico conhecido pela sua atividade antioxidante, uma

vez que pode interferir com a membrana fosfolipidica celular e minimizar a de
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peroxidacdo lipidica. Outros estudos documentaram também a potente eficicia
antioxidante do D-limoneno (Bacanli et al., 2015; Toscano-Garibay et al., 2017). O possivel
mecanismo pelo qual o D-limoneno exerce o seu efeito antioxidante podera ser pela
contencao do stresse oxidativo mediado por radicais livres e pelo reforco do sistema
celular de defesa antioxidante. Em geral, os componentes principais traduzem
determinadas caracteristicas biologicas dos Oleos essenciais, sendo dependente da
concentracdo do composto. Contudo, Hoet et al. (2006) e Santana-Rios et a. (2001)
demonstraram que o 6leo essencial tem de ser analisado como um todo, constatando
assim uma sinergia entre os compostos, pois a atividade dos componentes principais pode

ser modulada pela presenca de outros compostos minoritarios. [23,75-77]

Sendo considerado o 6leo mais biocompativel, uma vez que apenas apresenta toxicidade
nas duas concentracoes mais altas, o 6leo de essencial de C. sinensis foi aquele que
demonstrou o IAA inferior quando comparado com os restantes 6leos em estudo. Obtendo
um valor elevado de ECso (24,8894 pug/mL) o IAA por sua vez foi de 0,0001, valor
consideravelmente inferior aos obtidos pelos restantes 6leos em estudo. Ap6s a analise das
caracteristicas organoléticas constatou-se que este 6leo foi aquele que apresentou uma
estabilidade inferior. Quando analisadas as aliquotas do ensaio de estabilidade acelerada,
apenas as aliquotas sujeitas a temperatura ambiente e a 5°C foram elegiveis para a
realizacao do ensaio nas condicoes a que este foi executado. Observou-se m aumento de
IAA na aliquota sujeita a temperatura ambiente, apesar disso também se verificou um
ligeiro aumento na aliquota sujeita a 5°C, contudo os resultados obtidos indicam que o
6leo essencial de C. sinensis foi o menos eficaz em sequestrar radicais livres entre todos os
6leos em estudo, sendo considerado aquele que possui a menor atividade antioxidante.
Todavia, para o sistema p-Caroteno/4cido linoleico, 0 mesmo nao se verificou, uma vez
que inicialmente o ICs, foi de 0,60% (v/v) e quando comparado com os valores obtidos
para as aliquotas sujeitas a temperatura ambiente e a 5°C constatou-se que estes eram
semelhantes, traduzindo assim uma atividade antioxidante constante entre a aliquota
inicial e as aliquotas de estabilidade acelerada, o que nao se comprovou com o método
anterior. Este resultado de inibicdo da peroxidacdo lipidica pode ser associado ao
composto maioritario do 6leo essencial de C. sinensis ser o D-limoneno, sendo descrito na
literatura como um potente composto contra a oxidacao de lipidos. O aumento do IAA na
aliquota exposta a temperatura ambiente pode possivelmente provir da sinergia entre o D-
limoneno e o linalool presentes na sua constituicdo quimica, reforcando a ideia de que as
bioatividades dos 6leos nao dependem apenas do composto maioritario, mas sim da

mistura de compostos que é caracteristica de cada dleo essencial.
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De um modo geral com os resultados obtidos compreende-se o crescente interesse da
indtstria cosmética na utilizacdo de compostos naturais como substitutos dos
antioxidantes sintéticos, uma vez que a toxicidade destes tém vindo a ser discutida na
indastria. Com os resultados anteriormente apresentados conclui-se que os oleos
essenciais nao possuem toxicidade celular em concentracdes inferiores ou iguais a
0,004% (v/v), porém sera interessante averiguar em futuros estudos a atividade citotoxica
em diferentes linhas celulares. Os resultados de Alexa VT et al. (2022) demonstraram que
o 0leo essencial de S. aromaticum estdo de acordo com os resultados obtidos neste estudo
pois, ambos os resultados evidenciam que este 6leo essencial ndo é biocompativel na
concentracao de 0,250% v/v. Contudo, no estudo de Alexa VT et al. (2022), o Oleo
essencial de Citrus sinensis na concentracao de 0,250 % v/v nao foi toxico para as células,
contrariamente aos resultados obtidos neste estudo, pois na concentracdo de 0,250% o
6leo essencial de Citrus sinensis foi ndo biocompativel para esta linha celular, diferenca
que pode ser justificada pela diferenca na composicdo quimica, dado que apesar de o
composto maioritario em ambos ser o D-limoneno, o composto seguinte é diferente entre
0 6leo analisado neste estudo com o 6leo do estudo de Alexa VT et al. (2022). E de referir
ainda que no estudo de Alexa VT et al. (2022) o o6leo essencial de Citrus sinensis
demonstrou inibir proliferacao do cancro do figado (HepG2), cancro do c6lon (HCT116)

[17], cancro do pulmao (A549). [34]

Em relacdo a sua atividade antioxidante apesar dos resultados obtidos serem muito
promissores, é necessario prosseguir com futuras investigacoes de forma a potenciar a sua

utilizagdo como ingrediente ativo numa formulacao antienvelhecimento.
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Capitulo 8

Conclusoes e Perspetivas futuras

A crescente consciencializacdo econémica e ambiental por parte do consumidor atual
direcionou a industria cosmética a procurar alternativas aos ingredientes sintéticos, como

antioxidantes usualmente utilizados em formulacoes cosméticas.

Neste ambito, o presente estudo procurou avaliar e caracterizar o potencial antioxidante
de dleos essenciais, assim como a sua compatibilidade biolégica, de forma a potenciar o

seu valor como ingrediente ativo em formulacées antienvelhecimento.

O 0leo essencial de C.sinensis apresenta uma baixa capacidade em sequestrar radicais
livres, pois foi aquele que apresentou um ECs, superior. Todavia devido a sua composicao
quimica este oleo essencial exibe uma atividade antioxidante elevada em inibir a
peroxidacao lipidica pois o composto maioritario D-Limoneno é descrito como um
antioxidante eficiente contra a oxidacao de lipidos, o mesmo ¢é verificado pelo Sistema [3-
Caroteno/Acido linoleico, pois este 6leo essencial foi aquele que nas aliquotas sujeitas ao
teste de estabilidade acelerada a sua atividade antioxidante tenha sofrido um ligeiro
aumento, resultado que pode ser justificado pelo aumento do composto linalool, que atua
sinergicamente com o D-Limoneno, originando assim um 6leo essencial com uma maior

atividade antioxidante contra a peroxidacao lipidica.

O 6leo essencial de O.vulgare foi aquele que demonstrou resultados menos promissores,
pois este 6leo possui um indice de atividade antioxidante fraco no que diz respeito a sua
capacidade em sequestrar radicais livres, apesar desta atividade ser superior nas aliquotas
sujeitas ao ensaio de estabilidade acelerada, o indice de atividade antioxidante mantem o
6leo como um antioxidante fraco. Embora o composto que compdem maioritariamente
este 6leo essencial ser um alcool monoterpénico conhecido pela sua atividade antioxidante
contra a peroxidacao lipidica, os resultados obtidos ndo corroboram com esta afirmacao
pois comparando este 6leo essencial com os restantes, este foi aquele que apresentou uma

menor atividade antioxidante contra a oxidacao de lipidos.

O Oleo essencial de O.basilicum aparece como um antioxidante forte pois apresenta um
indice de atividade entre o 1 e 0 2, porém este indice sofre uma ligeira diminuicdo nas
aliquotas sujeitas ao ensaio de estabilidade acelerada. Porém no que concerne
a capacidade em inibir a peroxidacao lipidica constatou-se uma ligeira diminuicao nas
aliquotas sujeitas as condicoOes de teste de estabilidade acelerada quando comparadas com

a atividade antioxidante apresentada pela aliquota inicial.
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O oleo essencial de S. aromaticum surge como o 6leo com maior atividade antioxidante,
demonstrando a sua capacidade em inibir a peroxidagdo lipidica, assim como em
transferir um eletrdo de forma a reduzir um radical livre. Contudo, ap6s o ensaio de
estabilidade acelerada concluiu-se que a sua capacidade em inibir a peroxidacao lipidica
sofreu modificacoes, apesar disso continuou a ser um dos 6leos mais antioxidantes apos o
término do ensaio de estabilidade acelerada. Desta forma, parece ser aquele que mais
facilmente podera ter utilidade como ingrediente ativo em formulacoes
antienvelhecimento, uma vez que quando comparado com os restantes 6leos em estudo
verificou-se que estes obtiveram reducdes ou aumento acentuados da atividade
antioxidante, o que nao é o pretendido quando se adiciona um composto antioxidante a

uma formulacao, pois este deve manter-se estavel em relacao a sua atividade antioxidante.

Apesar de demonstrar uma elevada atividade citotéxica na linha celular utilizada, é de
reforcar que os 6leos possuem na sua constituicdo quimica uma mistura complexa de
compostos a que este tipo de células é sensivel aquando da sua manipulacao. Contudo é de
realcar que o Oleo essencial de C.sinensis foi aquele que demonstrou uma maior
biocompatibilidade para a linha celular HaCat pois apenas apresenta toxicidade celular
nas concentracoes 0,250 e 0,125%, apesar disso o 6leo essencial de O.vulgare surge a
seguir ao 0leo essencial de C.sinensis, como um dos menos citotoxicos. No que se refere ao
Oleo essencial de O.basilicum aparece como o segundo com uma menor
biocompatibilidade para esta linha celular, pois a concentracdo de 0,016% interceta a
percentagem minima de viabilidade celular sendo esta assim considerada duabia para se
trabalhar com este tipo de células.Assim, sera interessante dar continuidade ao estudo
relativamente a atividade citotoxica e perceber se os Oleos presentes neste estudo
apresentam a mesma toxicidade em diferentes linhas celulares, do mesmo modo executar
métodos que mimetizem a estrutura tridimensional da pele humana e nao apenas uma

monocamada.

Uma vez que se executou um ensaio de estabilidade acelerada, seria interessante
prosseguir com o ensaio, contudo com condi¢oes diferentes e durante um periodo de
tempo superior, como recomendado pela IFCSS, de forma a comprovar assim a ideia que
se pressupoe neste estudo da sinergia entre os compostos que constituem os o6leos
essenciais em estudo aquando da analise da composicao quimica pelo método GC-MS

entre as aliquotas sujeitas a temperatura ambiente e as aliquotas iniciais.

E necessario considerar a importancia de diversos fatores que possam contribuir para a
variabilidade da composicao dos 6leos essenciais, que por consequéncia traduzem em

diferencas nas bioatividades.
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Posto isto, é fundamental realizar mais estudos a fim de perceber o potencial de cada 6leo
essencial em estudo, como a atividade antimicrobiana, o perfil de seguranca, mas também
dar continuidade aos estudos da atividade antioxidante para ser considerado um seguro
substituto de compostos antioxidantes sintéticos, de forma a tornar a cosmética mais

natural, mas sem comprometer a sua eficcia.
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Anexos

Para a realizacdo do ensaio de reducao do radical DPPH foi necessario primeiramente

validar a reta de calibracdo do radical DPPH para seguidamente se efetuar o grafico

correspondente tanto aos 6leos essenciais em estudo.

Anexo 1- Valida¢ao da reta de calibracao do ensaio 1 de reducao do radical DPPH
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Figura 1: Reta de calibrac¢ao referente

ao radical DPPH no ensaio 1

Figura 2: Reta de calibrac¢ao referente

ao radical DPPH no ensaio 2

Anexo 2- Validacao da reta de calibracao do ensaio de reducao do radical DPPH

apos o ensaio de estabilidade acelerada
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De modo a comparar os resultados obtidos para os 6leos essenciais verificou-se o

comportamento do antioxidante padrao BHT pelo sistema 8- Caroteno/acido linoleico

Anexo 3- Validacao do antioxidante BHT no sistema [3- Caroteno/acido linoleico
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Figura 5: Comportamento do antioxidante sintético

BHT na inibicdo da oxidag¢ao do B-Caroteno
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Os relatdrios analiticos relativos a identificagio dos compostos presentes nos o6leos
essenciais foram realizados por GC-MS pelo Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira

Interior

Anexo 4- Identificacdo e quantificacdo dos compostos que constituem o 6leo

essencial de S. aromaticum da aliquota inicial
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Anexo 5- Identificacdo e quantificacio dos compostos que constituem o 6leo

essencial de S. aromaticum da aliquota sujeita a temperatura ambiente
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Anexo 6- Identificacdo e quantificacdo dos compostos que constituem o 6leo

essencial de O. basilicum da aliquota inicial
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Anexo 7- Identificacdo e quantificacdo dos compostos que constituem o 6leo
essencial de O. basilicum da aliquota sujeita a temperatura ambiente
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Anexo 8- Identificacdo e quantificacdo dos compostos que constituem o 6leo

essencial de O. vulgare da aliquota inicial
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Anexo 9- Identificagdo e quantificacdo dos compostos que constituem o 6leo

essencial de O. vulgare da aliquota sujeita a temperatura ambiente
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Anexo 10- Identificagdo e quantificacdo dos compostos que constituem o dleo

essencial de C. sinensis da aliquota inicial
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Anexo 11- Identificacdo e quantificacio dos compostos que constituem o Oleo

essencial de C. sinensis da aliquota sujeita a temperatura ambiente
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