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Resumo

O principal objetivo do trabalho realizado consistiu no desenvolvimento de um creme de rosto rico
em ingredientes de origem natural, pelos seus beneficios em termos de sustentabilidade ambiental, social
e econdmica.

A grainha de uva e as cascas de limdo sdo subprodutos gerados na industria agro-alimentar, cujo
tratamento inadequado, descarte e acumulacdo gera problemas socioeconémicos e ambientais. No
entanto, é possivel a valorizacdo destes subprodutos, obtendo extratos dos seus compostos bioativos,
como os compostos fendlicos (antioxidantes), vitamina E e acidos gordos, da grainha e 6leo essencial das
cascas de limao.

O projeto compreendeu quatro etapas. Na primeira, procedeu-se a extracdo dos compostos
bioativos. Assim, obteve-se o extrato fendlico e o éleo de grainha de uva, pelo método de extracdo solido-
liquido usando extrator Soxhlet, cujos rendimentos obtidos foram, respetivamente, de 16,65 % e 12,46 %.
O 6leo essencial foi obtido por hidrodestilagdo, obtendo-se um rendimento de extragdo de 0,76 %.

A segunda etapa consistiu na determinacdo da capacidade antioxidante, pelo ensaio com 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e o método da capacidade antioxidante total (TAC), e antimicrobiana. O
extrato e o dleo de grainha apresentaram, respetivamente, 89,90 % e 20,90 % de inibicdo de DPPH e ICso
de 65,14 Ugextrato'MLpppy* para o extrato e de 437,28 pgesieo'mLoper ™ para o dleo. Pelo método TAC, o extrato
fendlico apresentou capacidade antioxidante de 57,52 umolrroioe ML so1ucs0. A capacidade antimicrobiana do
extrato e dos dleos foi avaliada, verificando-se que, com excecdo do éleo de grainha, inibiam o crescimento
das bactérias Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis.

A Ultima etapa consistiu no desenvolvimento de uma formulacdo preliminar de um creme facial
composta por ingredientes naturais. Foram produzidos 7 cremes com ligeiras alteracBes na
composicdo/quantidade dos estabilizadores de formulagdo (extrato e éleo de grainha, éleo essencial de
limdo e ainda o antioxidante sintético, BHT, usado como padrao). As formulacGes foram testadas quanto a
sua estabilidade durante 21 dias e averiguou-se que se mantiveram estaveis no periodo de estudo.

Por ultimo, com base nas formula¢des anteriores, produziu-se um creme de valor acrescentado
pela adicdo de extrato e éleo de grainha e o 6leo essencial da casca de limdo. Obteve-se assim um creme
de rosto com aroma citrico e capacidade antioxidante, devido a presenca de antioxidantes naturais que
podem substituir a utilizacdo dos compostos sintéticos. O produto foi avaliado e aprovado de forma

manifestamente positiva por um painel composto por 44 pessoas em resposta a um inquérito.

Palavras-Chave: Grainha de Uvas; Cascas de Lim&do; Compostos Fendlicos; Antioxidantes; Cosméticos
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Abstract

The primary purpose of this dissertation was the development of a face moisturizer rich in natural
ingredients, due to their benefits in terms of environmental, social and economic sustainability.

Both grapeseed and lemon peels are agro-industrial by-products, whose inadequate treatment,
disposal and accumulation generates socioeconomic and environmental concerns. Nevertheless, it is
possible to valorise these by-products by obtaining extracts from their bioactive compounds, such as
antioxidants (phenolic compounds), vitamin E, fatty acids from the grapeseed and essential oils from the
lemon peels.

This project consisted in four different phases. The initial one, involved the extraction of the
bioactive compounds. Thereby, the phenolic extract and the oil from grapeseed were extracted using solid-
liquid extraction, with a Soxhlet extractor, whose yields were, respectively, 16.55 % and 12.46 %. The
essential oils were obtained by hydrodistillation, achieving a yield of 0.76 %.

The second phase consisted in the determination of the antioxidant capacity by the assay with 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and the total antioxidant capacity (TAC), and antimicrobial capacity. The
extract and oil from grapeseed showed, respectively, 89.90 % and 20.90 % of inhibition of DPPH and ICso of
65.14 pgextrac-MLoppt for the extract and 437.28 pgoirmbopent for the oil. By TAC method, the extract
displayed antioxidant capacity of 57.52 umoltroiex'MLsoution *. The antimicrobial capacity of the extract and
oils was evaluated, revealing that, with exception of the grapeseed oil, inhibit the growth of Staphylococcus
aureus and Staphylococcus epidermidis.

The last stage involved the development of a preliminary formulation of a face moisturizer
composed by natural ingredients. Seven formulations were produced with slight modifications in
composition/quantities of formulation stabilizers (extract and oil from grapeseed, lemon essential oils and
the synthetic antioxidant, BHT, used as standard). The formulations were studied towards their stability
during 21 days and remained stable during the study period.

Finally, based on the previous formulations, an added-value moisturizer was produced, due to the
addition of extract and oil from grapeseed and essential oils from lemon peels. The result was a face
moisturizer with a citric aroma and an antioxidant capacity, due to the presence of natural antioxidants
that can replace the use synthetic compounds. This product was evaluated and approved manifestly

positively by a sample composed by 44 people, in response to an inquiry.

Key words: Grapeseed; Lemon peels; Phenolic Compounds; Antioxidants Cosmetics



Valorizagdo de Compostos Bioativos Provenientes de Fontes Naturais para Aplicagdo em Cosmética

Vi



Valorizagdo de Compostos Bioativos Provenientes de Fontes Naturais para Aplicagdo em Cosmética

Resumo Grafico

ientais,
ociais

Impact
Econo

Casc s\liméo i A Grainyx’de Uva

~ . Valorizagdo

Grainha Etanolico

& . Oleode 4 Extrato 4 |
Oleos Essenciais d

Compostos

AL Antioxidantes -
Frangranciae . Fenolicos
Conservante e Emolientes

Creme de Rostode Antioxidantes

Valor Acrescentado

A 4

( Ensaios de estabilidade 1

vii



Valorizagdo de Compostos Bioativos Provenientes de Fontes Naturais para Aplicagdo em Cosmética

viii



Valorizagdo de Compostos Bioativos Provenientes de Fontes Naturais para Aplicagdo em Cosmética

Declaracao

Eu, Sara Moura Ferreira, declaro, sob compromisso de honra, que este trabalho € original
e que todas as contribuicoes nao originais foram devidamente referenciadas com identificacao

da fonte.

&M& i‘\GL,Q(L ;( RRLIRG

(Sara Moura Ferreira)

Porto, 5 de julho de 2021



Valorizagdo de Compostos Bioativos Provenientes de Fontes Naturais para Aplicagdo em Cosmética




Valorizagdo de Compostos Bioativos Provenientes de Fontes Naturais para Aplicagdo em Cosmética

Indice

AGEAAECIMENTOS. .....cvveeeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt ettt ettt ettt et ettt ettt i
RESUIMIO ...ttt fii
F Y 13 e Lo OSSPSR v
RESUMIO GIGFICO. c..c.vicveeeeieiieeee ettt ettt ettt ettt ettt ettt e ettt ettt ettt e eas e vii
1 INEFOQUGEO ..ottt et ettt ettt ettt ettt et et ettt ettt ae et 1
1.1 Enquadramento e Apresentacdo dO Projeto ..o 1
1.2 Organizacdo da DiSSEITACAO c...ccui ittt et e 2

2 CONEEXEOD € ESTAUO QO ATt ...ttt ettt 3
2.1 PrOQULOS COSMEBTICOS ..ttt bbbttt b et b et b ettt ebe et 3
2.1.1 Produtos de HidratG@ao O PEIE...........cc.ccveeueeeeeiiee e 3

2.2 F A g To)q Lo Y g L F TSSOSO 5
2.3 OlE0S ESSENCIAIS ....eoveoveeeceeceeieee et 6
2.4 SUDPIOAULOS ABIICOIAS ...ttt e ae e 6
2.4.1 [o1e o Toloto R =R Elge 1o lo e L2 Yo H SR 7
2411 EXErato FENOIICO . .oviii et 10

2412 010 de GraiNha A UV .........oveeieieiecceee e 11

2,42 CASCAS A8 LIMBIO......ccuiiiiiiiiiiei et 12

2.5 Extracdo dos Compostos Fendlicos da Grainha de Uva ......ccooveiiciciceiceeceeeeeeeeeeeee e, 13
2.5.1 EXtragGO SOLIAO-LIGUIO ..ottt 13

2.5.2 EXtraco ASSIStia POr UIEIASSONS ..o 14

2.6 Capacidade ANTIOXIAANTE. ......e e e 16
2.7 Estabilidade do Creme de ROSEO ..ottt 17

3 DESIGIN GO PrOQULO ...ttt ettt ettt ettt ettt 19
4 MGALEIIQIS € MELOGOS ...ttt 23
4.1 S T a1 =SOSR TUPRRN 23
4.2 o UT T 4 1= o) e SRR 24

Xi



Valorizagdo de Compostos Bioativos Provenientes de Fontes Naturais para Aplicagdo em Cosmética

4.3 Obtencdo e Tratamento das Grainhas de UVa..........cceoviiiiiiiiiiiicccec e 24
4.4 Obtencdo do Extrato Fendlico e do Oleo de Grainha .........c.ooeevveeeeeeeeeeeeeeeeee e 24
4.5 Extracdo de Oleo Essencial da Casca de LIME0 ...o.ov.ceevieeveieeeeeeeeeeee e 25
4.6 Capacidade ANtIOXIAANTE. ....cue e e 25
4.6.1 DIPPH ..ottt ettt ettt ettt e 25

4.6.2 TAC e e ettt ettt ettt ee e 25

4.7 Producdo do Creme de ROSTO ..ooui ittt 26
4.8 Testes de Estabilidade ... e 27
4.8.1 TOSEE A PH .o ettt et e 27

OV Kol XY o (oo L= SRS 27

4.8.3  CompatibilidQadE COM @ PIE..........c..ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 27

4.84 Teste de Capacidade de ESPAINAMENTO .........ccooeveiiiiiiiseseeesee e 27

4.8.5  Teste de CONtIIfUGUCHO...........ccueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 27
4.8.6  Teste de EStabilidAade TEIMICA. ........c..cccuieieieeset e 27

49 Capacidade ANtiMICrODIANA .....c..oiie e 28
410 EsStabilidade LipIAiCa. . ccuciiieciiiiecieie ettt ettt ettt ettt sb et sbeeta b e ereenae 28
411  Acondicionamento, destino e tratamento de residUoS ......cccooveeieice e 28

5 RESUITAAOS € DISCUSSTO ...ttt 29
5.1 Obtencdo do Extrato Fendlico @ Oleo de Grainna..........c.oceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 29
5.2 Obtencdo do 010 ESSENCIal @ LIMEO ...ttt 31
53 Capacidade ANTIOXIAANTE. . ...ciiiiciiee ettt ettt ettt 32
5.4 Capacidade ANtiMICrODIANG .....c.iiiii et 34
55 Producdo do Creme Hidratante ..o 36
5.6 ENs@ios de EStabilidade ... 37
5.7 (0 4Te E=Tor= [ T o] o [ or- USSP 39
5.8 Avaliagdo do Produto FINAl. ... 42

LS 0o Tl (1K 1o =X OSSR 43
7 AvaliacGo do trabalno reQLIZAGO................cc.eoeeeeeeeeeee e 45

xii



Valorizagdo de Compostos Bioativos Provenientes de Fontes Naturais para Aplicagdo em Cosmética

7.1 ObjJetiVOS REAIIZAUOS ....vicviiviceieee ettt ettt ettt ettt 45
7.2 TrADAIN0 FUTUIO .ttt bbbttt 45
7.3 APIECIACA0 FINGL ..ot 45
8 L= = =g Lol o U 46
Apéndice A - Procedimentos EXDEIIMENTAIS ..........cc.cvevveieeeieieeieeieee ettt 52
Al ANGLISE ESTATISTICA. 1.ttt et 52
A2 Extracdo dos Compostos Bioativos da Grainha de UVa ........ccceeoiiieiiiiieiccecceeeeeeee e, 52
A3 Extracdo do Oleo Essencial de Cascas de lIME0 .......o.ovieeeeeceeeeeee e 55
A4 Producdo do Creme dE ROSEO ..iciiviiiiiiiciecie ettt ettt ettt 55
Apéndice B - Capacidade ANtIOXIAANTE ..............cvovueeieeeeeeeee ettt 57
B.1 IMIBEOTO DPPH ...ttt ettt et et e e ssesseteebeebe b et et e b eseeraene s 57
B.2 IMIBLOTO TAC .ttt t ettt s ke et esbeese e be st e b e e ke e st e ebeesbesbeese e besteesbesbeesbenreensenne 60
Apéndice C - Desenvolvimento e Avaliagdo da FOrmMulaQaO.........ccocveveeiecieiieieeeeieeeeieeee e 61
c1 Desenvolvimento dO PrOdULO .....couiiiiiiicec e 61
C.2 Avaliacdo da Estabilidade dOS CrEMES .....coviiiiiceice e 62
C3 (@) (o = Tor= [ W] oo Tor- [N TR U 63
Apéndice D - Capacidade ANtimMICIODIANG .............ccocueueiieiiiiiiecece ettt ettt 64
APBNAICE E = QUESTIONGITO ..ottt ettt ettt ettt 66

xiii



Valorizagdo de Compostos Bioativos Provenientes de Fontes Naturais para Aplicagdo em Cosmética

Xiv



Valorizagdo de Compostos Bioativos Provenientes de Fontes Naturais para Aplicagdo em Cosmética

Lista de Figuras

Figura 1. Alguns exemplos de ingredientes presentes em formulag¢bes de cremes e, respetiva fungdo......... 5

Figura 2. Componentes do bagaco de uva e exemplos da sua aplicacéo e incorporagcdo em diferentes

industrias. (Adaptado de A. Teixeira €t Ql., 2014). ........c.coueoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 8

Figura 3. Classifica¢do das principais classes e compostos fendlicos presentes no bagaco de uva.

(Adaptado de M. L. SO0 €t Al., 2015) .........cooueeeeeeeeeeeeeeeee ettt 10
Figura 4. Principais propriedades dos COMPOStOS fENONICOS. ........c.ccovviivieveeiiiiiieieeeeieeeeeeeeee e, 11

Figura 5. Esquema da reacdo entre o DPPH e o agente antioxidante, AH, (A) e molécula de Trolox, usada

para NOrmalizar 0S rESUIAAOS (B). ......c..oeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 17

Figura 6. Esquema de um possivel design da embalagem do creme. A — Design do frasco,; B — Design da

embalagem de cartdo para armazenamento do creme, com 0 respetivo rotulo. ..........c.ccceveeveeveeeeiennn, 22
Figura 7. Esquema representativo das principais etapas do Projeto.........c.ccccuvievieceeciieeieeieaieeiieeiieeinann, 23
Figura 8. Formulacbes desenvolvidas ao longo do projeto, F1 a F7, da esquerda para a direita. ................ 37

Figura 9. Resultados obtidos para os diferentes ensaios de estabilidade realizados. A — Teste de

centrifugagdo, B — Teste de estabilidade térmica,; C— Teste antimicrobino. ...............cccccevueveeveevieeeevienn, 38

Figura 10. Resultados obtidos para os diferentes ensaios de estabilidade. A — Teste de pH, B - Teste da

viscosidade,; C - Teste da capacidade de eSpalnamMENto. ..............cceoceeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 39

Figura 11. Estruturas quimicas de alguns compostos fendlicos incluindo o BHT, e respetivas massas

L1 (e L =2 TR PR 41

Figura A 2.1. Montagem da extracdo solido-liquido pelo método Soxhlet, para a obtengdo do extrato

fendlico e do dleo grainha de uva. A principal diferenca foi o solvente usado. ............cccccevveeeecieceeceeeann. 53

Figura A.2.2. Equipamento utilizado para a realizac@o da extracdo do extrato fendlico. A - pelo método de

extragdo solido-liquido convencional; B - pelo método de extracdo assistida por ultrassons. ...................... 54

Figura A.3.1. Equipamento utilizado para a extra¢do do dleo essencial das cascas de limdo, pelo método

o LB a1l g0 Yo =Xy 1] Lo ote (o N OO PR 55

Figura A.4.1. Equipamento utilizado para a produgdo dos cremes de rosto. A - Banho termostdtico; B —

Homogeneizagdo das duas fases do creme, com auxilio do homogeneizador de alta performance............ 56

Figura B.1.1. Esquema da microplaca utilizada para a realizagéo do método DPPH e respetiva legenda. . 57

XV


https://d.docs.live.net/ca74377051b78ab0/Área%20de%20Trabalho/Sara/FEUP/Tese/Tese__11_SF.docx#_Toc76199535
https://d.docs.live.net/ca74377051b78ab0/Área%20de%20Trabalho/Sara/FEUP/Tese/Tese__11_SF.docx#_Toc76199535
https://d.docs.live.net/ca74377051b78ab0/Área%20de%20Trabalho/Sara/FEUP/Tese/Tese__11_SF.docx#_Toc76199536
https://d.docs.live.net/ca74377051b78ab0/Área%20de%20Trabalho/Sara/FEUP/Tese/Tese__11_SF.docx#_Toc76199536
https://d.docs.live.net/ca74377051b78ab0/Área%20de%20Trabalho/Sara/FEUP/Tese/Tese__11_SF.docx#_Toc76199537
https://d.docs.live.net/ca74377051b78ab0/Área%20de%20Trabalho/Sara/FEUP/Tese/Tese__11_SF.docx#_Toc76199538
https://d.docs.live.net/ca74377051b78ab0/Área%20de%20Trabalho/Sara/FEUP/Tese/Tese__11_SF.docx#_Toc76199538
https://d.docs.live.net/ca74377051b78ab0/Área%20de%20Trabalho/Sara/FEUP/Tese/Tese__11_SF.docx#_Toc76199539
https://d.docs.live.net/ca74377051b78ab0/Área%20de%20Trabalho/Sara/FEUP/Tese/Tese__11_SF.docx#_Toc76199539
https://d.docs.live.net/ca74377051b78ab0/Área%20de%20Trabalho/Sara/FEUP/Tese/Tese__11_SF.docx#_Toc76199540
https://d.docs.live.net/ca74377051b78ab0/Área%20de%20Trabalho/Sara/FEUP/Tese/Tese__11_SF.docx#_Toc76199541
https://d.docs.live.net/ca74377051b78ab0/Área%20de%20Trabalho/Sara/FEUP/Tese/Tese__11_SF.docx#_Toc76199542
https://d.docs.live.net/ca74377051b78ab0/Área%20de%20Trabalho/Sara/FEUP/Tese/Tese__11_SF.docx#_Toc76199542
https://d.docs.live.net/ca74377051b78ab0/Área%20de%20Trabalho/Sara/FEUP/Tese/Tese__11_SF.docx#_Toc76199543
https://d.docs.live.net/ca74377051b78ab0/Área%20de%20Trabalho/Sara/FEUP/Tese/Tese__11_SF.docx#_Toc76199543
https://d.docs.live.net/ca74377051b78ab0/Área%20de%20Trabalho/Sara/FEUP/Tese/Tese__11_SF.docx#_Toc76199544
https://d.docs.live.net/ca74377051b78ab0/Área%20de%20Trabalho/Sara/FEUP/Tese/Tese__11_SF.docx#_Toc76199544

Valorizagdo de Compostos Bioativos Provenientes de Fontes Naturais para Aplicagdo em Cosmética

Figura B.1.2. Representacdo das retas de calibra¢éo da percentagem de inibicdo de DPPH, em fungéo da

concentragéo, ug-mL™, para o extrato fendlico e para o 6leo de grainha. ............cccceeeeeceececeeseeeen. 58

Figura B.1.3. Representacdo das retas de calibracdo da percentagem de inibicdo de DPPH, em fun¢do da

concentragéo, ug-mL™, para o extrato fendlico e para 0 6leo de Grainha. ..........c..ccocececeeeeeceeeeeeeeeee 59
Figura B.2.1. Esquema da microplaca utilizada para a realiza¢éio do método TAC e respetiva legenda. .... 60
Figura B.2.2. Representacdo da reta de calibracdo de Trolox, para 0 método TAC. ........ccccceveeeeveeeeeiennnn. 60

Figura C.2.1. Equipamentos utilizados para a realizagdo dos ensaios de estabilidade. A — Centrifuga, B —

Medidor de PH; C— VISCOSIMOLIO. ........c..eeeeeeeeeeeeeeeee e 62

Figura D.1. A — Efeito do extrato fendlico e do dleo de grainha de uva na inibi¢do do crescimento dos trés
microrganismos em estudo, B — Efeito do dleo essencial de limdo na inibicdo do crescimento dos trés

MICrOrgaANISIMOS €M ESTUOD. ....cvvecvieeeiieeieeeieee ettt ettt ettt e 64
Figura E.1. Distribuicdo da amostra. A — Relativamente ao género,; B — Relativamente a idade.................. 66

Figura E.2. Respostas relativas as perguntas 3 a 6, relativas a utilizacdo de creme de rosto e a
interferéncia de certos aspetos na aquisicdo do mesmo, como cor, cheiro e a ser constituido por

INgredientes de OrigemM NATUIQL. ...............coueooeeeeeeeeee e 66

Figura E.3. Pergunta numero 7, sobre a disponibilidade dos inquiridos em experimentar o creme de rosto

desenvolvido e responder a um inquérito sobre 0 mesmo e, respetivas respostas. ..........cccoceeeeeeeeeeeeeeencnn. 67

Figura E.4. Respostas relativas as caracteristicas do creme de rosto produzido. A — Cor; B — Textura; C—

Capacidade de espalhamento,; D — Oleosidade; E — Homogeneidade; F — Capacidade de Hidratagdo. ....... 67
Figura E.5. Resposta a questdo numero 14, relativa a exigéncia de reagées secundarias. .......................... 68

Figura E.6. Respostas a questdo numero 15, sobre a possibilidade de aquisicGo do creme de rosto

PPOTUZITO. ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt 68

XVi



Valorizagdo de Compostos Bioativos Provenientes de Fontes Naturais para Aplicagdo em Cosmética

Lista de Tabelas

Tabela 1. Exemplos dos principais ingredientes da formula¢éo de produtos de hidratagdo da pele e

FESPELIVAS FUNGBES. ..ot ettt ettt ettt ettt et ettt e et et et et e rs e 4

Tabela 2. Aplicages gerais dos compostos fendlico do dleo de grainha de uvas, na industria cosmética e

Marcas que 0S INCOrPOIAM NOS SEUS PIOGULOS. .......oeeveueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e se et eere et ae e eeeene e 9

Tabela 3. Exemplos de artigos cientificos que estudam a influéncia dos compostos fendlicos em

FOrMUIQEOES O CIOMES. ..ottt ettt ettt ettt 9
Tabela 4. Vantagens e desvantagens associadas aos diferentes métodos de extracho. ..........c.ccevvevenna.. 15

Tabela 5. Vantagens e desvantagens das metodologias de determinacdo da capacidade antioxidante. ... 16

Tabela 6. Alguns dos testes de estabilidade que devem ser realizados e respetivas consideragdes............ 18
Tabela 7. Requisitos, especificacbes, métrica e rank para a performance do produto. ............cccccevevennn.. 19
Tabela 8. Requisitos, especificacbes, métrica e rank para a percecdo do produto. ............cccccevvevveeeeianca.. 20
Tabela 9. Requisitos, especificacdes, métrica e rank para as propriedades de escoamento......................... 20
Tabela 10. Requisitos, especificacbes, métrica e rank para a legislacdo do produto.............ccccvevvevvevannan. 21
Tabela 11. Requisitos, especificacbes, métrica e rank para a comercializagcdo do produto. ......................... 22
Tabela 12. Formulagdo e composicdo dos diferentes cremes produzidos. ............ccccceveeveeeeveeiieveeeeeiaencann. 26

Tabela 13. Rendimento da extracdo dos compostos fendlicos e dleo da grainha, usando extragdo solido

liquido (método Soxhlet), para um tempo de extragdo de 105 MINULOS. .........c.cccceveeeeeeeeieieeeieeeeeeeieiena 29
Tabela 14. Rendimento da extragéo de dleos essenciais por hidrodestilagdo. ............cccccvvvvevevievievieiancnn. 31

Tabela 15. Capacidade antioxidante do extrato fendlico e do dleo de grainha, pelos métodos DPPH e TAC.

Tabela 16. Média dos didmetros dos halos de inibicGo do extrato fendlico, dleo de grainha, dleo essencial e

controlos, APOS 24N de INCUDAECEO. ........cc.eveieiee ettt 34

Tabela 17. Valores da absorvéncia e indice de peroxidos (IP), em miliequivalentes (meq) de O por

quilograma de amostra, para as formulacdes avaliQaas. .............ccceeeeceeeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 39
Tabela 18. Capacidade antioxidante do extrato fendlico obtido e do sintético (BHT), pelo método DPPH. 41

Tabela A 2.1. Rendimentos obtidos para a extracdo sdlido-liquido convencional e extracdo assistida por

Ultrassons, PAra QiferEntes LEIMPOS. ........cvcuecueeeieeeeeeeee ettt ettt ettt 54

Xvii



Valorizagdo de Compostos Bioativos Provenientes de Fontes Naturais para Aplicagdo em Cosmética

Tabela A.4.1. Diferentes formulagbes preliminares (FP) estudadas, alteracbes efetuadas entre os ensaios,

resultado final e andlise em microscopio do creme OBLIdO. .............ccccveeeceeieeeeieeeeeeeeeeeeee e, 56

Tabela B.1.1. Percentagem de inibicdo de DPPH para o extrato fendlico e para o dleo de grainha, para as

diferentes concentragies €M CAUA POGCO. ........cceeeeeeeeeeeeeeeee e 58

Tabela B.1.2. Percentagem de inibicdo de DPPH para o extrato fendlico e para o BHT, para as diferentes

CONCENLIACBES €M CAUD POECO. ...vovieveviieriieiieteseeteteetetee ettt ettt ettt ettt ettt s ettt ettt ettt 59
Tabela B.2.1. Média da absorbdncia dos padrdes obtidos para o primeiro e sequndo ensaio. .................... 60

Tabela B.3.2. Valores de atividade antioxidante obtidos pelo método TAC, em umol TE-mL™, para as

diluicbes que permitiram obter valores dentro da curva de calibrac@o. ...........cccooveeeeeeeeceeeieeieeiiieeeeen. 60

Tabela C.1.1. Ingredientes utilizados na formulacdo base do creme de rosto, respetiva funcéo e

JUSEIFICAEAO 0O @SCOING. ...ttt ettt 61

Conclusdo Tabela C.1.1. Ingredientes utilizados na formulag¢do base do creme de rosto, respetiva fungdo e

JIVR ] oo Tolo o Ro Lo =XYolo) I Lo FN USROS 62

Tabela C.2.1. Valores de pH, espalhamento (cm) e viscosidade (Pa-s), ao longo de 21 dias, para os

diferentes Cremes PrOGUZIOS. ............c.cceeeeeeeeeeeee ettt 63

Tabela D.1. Valores dos halos de inibicGo, em mm, do extrato fendlico, dleo de grainha, dleo essencial de

limdo, dcido ascdrbico, dcido formico e dgua ultrapura, para os trés microrganismos estudados. ............. 65

xviii



Valorizagdo de Compostos Bioativos Provenientes de Fontes Naturais para Aplicagdo em Cosmética

Notacao e Glossario

KN -+ W W

Pressao
Espalhamento
Tempo
Temperatura
Média

Letras gregas

u
o

A

Viscosidade
Desvio padrao
Comprimento de onda

Lista de Siglas

AO
A/O
ABTS
BHT
CBA
CF
CFT
CUPRAC
DAD
DMSO
DPPH
EAU
ESL

F

FP
FDA
GC/FID
GRAS
GAE
HPLC
IP
MDA
O/A
OE
o
ORAC
TBA
TE
TEAC
uv

Antioxidantes

Agua em Oleo

Acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
Butil Hidroxitolueno

Compostos Bioativos

Compostos Fendlicos

Conteldo Fendlico Total

Cupric Reducing Antioxidant Capacity
Detetor de Diodos

Sulféxido de Dimetilo
2,2-difenil-1-picril-hidrazil

Extracdo Assistida por Ultrassons

Extracdo Sdlido-Liquido

Formulacdo

Formulagdo Preliminar

Food and Drug Administration

Gas Chromatography with Flame lonization Detection
Generally Recognized As Safe

Equivalentes de Acido Galico

High Performance Liquid Chromatography
indice de Peréxidos

Malondialdeido

Oleo em Agua

Oleo Essencial

International Organistion of Vine and Wine
Oxygen Radical Absorbance Capacity

Acido tiobarbiturico

Equivalentes de Trolox

Atividade Antioxidante Equivalente ao Trolox
Ultravioleta

Pa
cm
s/ min/hr/dia
°C

mPa-s

nm

Xix



Valorizagdo de Compostos Bioativos Provenientes de Fontes Naturais para Aplicagdo em Cosmética

XX



Valorizagdo de Compostos Bioativos Provenientes de Fontes Naturais para Aplicagdo em Cosmética

1 Introducao
1.1 Enquadramento e Apresentacao do Projeto

A indUstria cosmética é um negdcio préspero a nivel global. De acordo com a Cosmetics Europe —
The Personal Care Association, 450 milhdes de europeus utilizam diariamente uma variedade de produtos
cosméticos como sabdes, cremes de rosto, shampoos, desodorizantes, pastas de dentes, entre outros. Ao
longo das ultimas duas décadas, esta industria tem evoluido de forma exponencial, sobretudo no
desenvolvimento de produtos (como os cremes de rosto) que protegem e hidratam a pele de modo a
combater as imperfeicdes e os sinais de envelhecimento. Atualmente, a procura de cosméticos com
ingredientes de origem natural é cada vez maior, 0 que potenciou o aperfeicoamento da industria
cosmética. Esta nova ideologia tem promovido o uso e a incorporacdo de extratos naturais como
ingredientes bioativos (por exemplo, antioxidantes e fragrancias) em produtos cosméticos. Dentro dos
compostos bioativos, os compostos fendlicos constituem um dos principais grupos, encontrando-se em
diversas fontes, tais como plantas e até em subprodutos da exploracdo agricola (Rodrigues et al., 2018).

O aumento do processamento alimentar tem contribuido massivamente para a producdo de
residuos agroindustriais. Estes sdo gerados em todas as etapas do ciclo: desde a producdo agricola, a
producdo industrial, o processamento e a distribuicdo. Felizmente, alguns destes residuos sdo ricos em
compostos bioativos, tendo promovido a investigacdo no ambito das metodologias de extracdo. Os
principais beneficios apresentados por estes compostos passa pelas suas propriedades antioxidantes e
antimicrobianas, o que os torna bastantes apelativos para as industrias farmacéutica, alimentar e
cosmética, pois podem substituir os equivalentes sintéticos (Sirohi et al., 2020).

A industria do vinho é das principais responsaveis pela geracdo de subprodutos, como a grainha.
Estas sdo ricas em compostos bioativos, nomeadamente em compostos fendlicos, que apresentam
bastantes vantagens para a salde e bem-estar do ser humano. Estes apresentam potencial bioativo devido
as suas propriedades antioxidantes, facto que justifica o interesse da industria cosmética pelas
propriedades de antienvelhecimento e protecdo contra a radiacdo solar, que podem oferecer.
Adicionalmente, o 6leo de grainha de uva é rico em vitamina E, o que reforca capacidade antioxidante, e
contém ainda acidos gordos, com capacidades emolientes (Sirohi et al., 2020). De acordo com Tournour et
al., (2015), o numero de publicagcGes com palavras-chave “antioxidante” e “grainha de uva” aumentou nos
ultimos anos, o que demonstra o interesse e a relevancia do tema para a comunidade cientifica. A producdo
de limdo também é uma indUstria que gera elevadas quantidades de subprodutos, pois cada fruto origina
cerca de 50 a 60 % de residuos, sendo a casca o maioritdrio. Estes residuos podem ser valorizados pela
extracdo dos 6leos essenciais, ricos em D-limoneno, que possuem aroma citrico e apresentam

propriedades antimicrobianas.
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Aincorporacdo destes 6leos em produtos cosméticos permite a sua valoriza¢do e acrescenta propriedades
benéficas, além de aroma agradavel as formulacdes (Mahato et al., 2020).

Aliando o desenvolvimento da industria cosmética ao conceito de economia circular e
sustentabilidade langa-se o desafio da utilizacdo de extratos obtidos a partir da grainha de uva e de cascas
de limdo em produtos cosméticos, a fim de desenvolver produtos de valor acrescentado e com menor
impacto ambiental.

O trabalho realizado no dmbito da dissertacdo consistiu na producdo de um creme de rosto
sustentavel de valor acrescentado pela incorporacdo de ingredientes de origem natural, obtidos a partir de
subprodutos agricolas. Assim, os principais objetivos do trabalho foram:

e O desenvolvimento do produto: “Creme de rosto de valor acrescentado”;

e Valorizacdo de residuos agricolas produzidos em elevada escala em Portugal:

® Grainha de uva - rica em compostos fendlicos com propriedades antioxidantes e em d6leo
com vitamina E e dcidos gordos (emolientes);
= (Cascas de limdo para obtencdo de 6leos essenciais.

e |ncorporacdo, no creme, dos extratos da grainha de uva ricos em compostos fendlicos (agente
antioxidante), avaliacdo da sua capacidade antioxidante e avaliagdo da possibilidade destes
substituirem antioxidantes sintéticos. Adicdo do éleo essencial das cascas de limdo para avaliar a
capacidade antimicrobiana.

e Avaliar a estabilidade do creme, realizando ensaios de estabilidade.

1.2 Organizacao da Dissertacao

A presente dissertacdo encontra-se dividida em seis capitulos. O primeiro capitulo corresponde a
“Introducdo” constituido pelo enquadramento do tema de uma forma geral e a apresentacdo do projeto.
No segundo capitulo, “Contexto e Estado da Arte”, é apresentado o tema, fazendo-se referéncia aos
produtos cosméticos, as suas principais categorias, expondo o conceito de antioxidantes e dleos essenciais.
Inclui a problematica dos subprodutos agricolas, referindo os diferentes métodos de extracdo do extrato
fendlico da grainha de uva, assim como das metodologias para a determinacdo da sua capacidade
antioxidante. O terceiro capitulo, “Design do Produto”, apresenta as principais considera¢ées durante o
desenvolvimento do creme de rosto. No quarto capitulo, “Materiais e Métodos”, encontram-se os
materiais e equipamentos utilizados para a realiza¢do do projeto, tal como os procedimentos efetuados. O
capitulo cinco, “Resultados e Discussdo”, apresenta os resultados obtidos e a discussdo destes, analisando
possiveis problemas e dificuldades na execucdo do trabalho. O sexto capitulo diz respeito as conclusdes da
dissertacdo e o sétimo é referente as limitacGes e sugestdes de trabalho futuro. Finalmente, contém a
seccdo de “Referéncias” e a seccdo “Apéndices” onde podem ser encontradas informacgdes adicionais sobre

determinados contetdos.
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2 Contexto e Estado da Arte

2.1 Produtos Cosméticos

A aparéncia pessoal é um requisito de grande importancia levando a populacdo atual a valoriza-la
mais e a procurar meios para a alcangar. Uma das principais estratégias adotada para atingir esses objetivos
é a utilizacdo de produtos cosméticos. Um produto cosmético é definido como uma preparacdo que,
quando aplicada no corpo humano, tem a capacidade de embelezar, conservar, proteger, limpar, colorir
ou hidratar a pele, cabelo, unhas, labios ou olhos. A palavra "cosmético" deriva do grego Kosmetos
(Koouetdo), que significa “adorno” ou “ornamento”. Os produtos cosméticos podem ser divididos em
diversas categorias, contudo, os produtos de cuidado da pele — como é o caso produtos de hidratacdo da
pele - apresentam particular destaque. Estes cosméticos ajudam a restabelecer e/ou manter a hidratagdo
da pele, permitindo que esta pareca mais bonita, suave e cuidada. Efetivamente é devido a associacdo

entre uma pele bonita e sauddvel, que estes cosméticos sdo deveras populares (Britannica, 2020).

2.1.1 Produtos de Hidratacao da Pele

Os produtos de hidratagdo da pele sdo cosméticos que tém como finalidade aumentar o conteuddo
de dgua na camada exterior da pele. Estes podem atuar de duas formas: por hidratacdo — em que os
agentes hidrofilicos atraem a agua de camadas inferiores para camadas superiores da pele — ou por oclusdo
—onde os agentes hidrofébicos criam um filme oclusivo na superficie da pele, impedindo a evaporacdo da
dgua (Santos, 2019). Os produtos de hidratacdo da pele mais comuns sdo os cremes hidratantes. Na sua
forma mais simples estes sdo uma emulsdo de duas fases liquidas imisciveis — uma fase aquosa e uma fase
oleosa — na qual um dos liquidos encontra-se disperso no outro na forma de micelas (Lodén, 2005). A fase
aquosa é constituida por um solvente e agentes hidrofilicos, enquanto a fase oleosa é composta por
ingredientes oleosos e que conferem caracteristicas relevantes para a emulsdo, nomeadamente o
espalhamento e a absorcdo na pele (Santos, 2019). Os cremes hidratantes mais comuns sdo emulsGes do
tipo 6leo em éagua (O/A), pois, como apresentam menor conteldo de 6leo sdo menos gordurosas,
tornando-as mais apelativas para o consumidor. Porém, em termos dermatoldégicos, é preferivel emulsdes
agua em éleo (A/Q), visto que o filme oclusivo formado na superficie da pele além de impedir a evaporacdo
da agua, ajuda a absorc¢do dos compostos lipossolUveis na pele (Epstein, 2009). De notar que, a escolha
destes produtos depende também do tipo de pele; no caso de uma pele oleosa é preferivel uma emulsdo
O/A, devido ao menor contetdo de d6leo, garantindo na mesma a hidratacdo da pele. Por outro lado,
existem também log¢Bes hidratantes, caracterizadas por serem menos viscosas, que sdo emulsdes
maioritariamente constituidas pela fase continua. Neste caso, as emulsGes sdo, de forma geral, O/A
(Epstein, 2009). A Tabela 1 apresenta as principais classes de ingredientes presentes na composicdo base
de produtos de hidratacdo da pele, assim como a respetiva funcdo. Na Figura 1 encontram-se algumas das

estruturas dos principais ingredientes presentes nestes produtos.
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Tabela 1. Exemplos dos principais ingredientes da formulacdo de produtos de hidratagdo da pele e respetivas fungdes.

Func¢do

Solvente/veiculo

Emolientes

Humectantes

Surfactantes
(Emulsificantes)®

Espessantes

Neutralizantes ®

Quelantes ®

Conservantes ®

Antioxidantes

Corantes e pigmentos

Fragrancias

Ingredientes
(Exemplos)

Agua, Isohexadecano
Cera de abelha, Lanolina, Alcool
cetilico, Poliisobuteno, Oleo de
ricino, Acido esteérico
Glicerina, Sorbitol, Propileno glicol,

Acido latico, Acido hialurdnico

Betaina, Alcoois gordos, Alcool
esterearilico

Goma xantana, Carboximetil
celulose, Acrilatos

Hidrdxido de sédio, Acido citrico,
Acido acético

Observagdes

Dilui e dispersa os ingredientes

Formam um filme oclusivo, impedindo a
evaporagdo da agua

Atraem dgua das camadas inferiores da pele
e do vapor de dgua do ar, para a superficie
da pele

Estabilizam a emulsdo

Permitem atingir as propriedades reoldgicas
desejadas

Ajustam o pH da formulacdo

Estabilizadores das FormulagGes ©

Acido Citrico, Metafosfato de sddio,
Turpinal, EDTA

Metilparabeno, Quarterniun 15,
Benzoato de sddio

BHT, Tocoferol, Acetato de tocoferol

Atributos Estéticos
Mica, Indigo, Diéxido de titanio

Oleo essenciais, Musks, Alcool
Benzilico

Ajudam a prevenir a formagdo de depdsitos
de calcio e magnésio

Evitam o crescimento de microrganismos

Previnem a oxidacdo da formulacdo

Melhoram a aceitacdo do produto

Disfarcam odores desagradaveis de certos
produtos da formulagdo e oferecem um
aroma especifico

a — Designagdo muito usada em cosmética que significa surfactante; b — Classes importantes nas formulagdes cosméticas, no entanto, estes sdo
adicionados em percentagens muito reduzidas (< 0,5 % (m/m)); ¢ - Auxiliam a manter a integridade da formulacdo. EDTA — Acido etilenodiamino

tetraacético; BHT - Butil Hidroxitolueno

Fontes: Lodén, 2005; Epstein, 2009; Santos, 2019.
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Figura 1. Alguns exemplos de ingredientes presentes em formulacées de cremes e, respetiva fungao.

De notar que, para além dos ingredientes previamente apresentados, por vezes também sdo
adicionados compostos bioativos (CBA) de origem natural - nomeadamente obtidos a partir de
subprodutos agricolas, plantas, entre outros —que permitem tornar estes cosméticos em produtos de valor
acrescentado, uma vez que os torna mais sustentaveis, e assim mais apelativos para o consumidor.

Os cremes hidratantes podem ser classificados relativamente a sua funcdo como: cremes de
limpeza de rosto, cremes de dia, cremes de noite, cremes de mdos e corpo e cremes multifuncdo. Os
cremes de rosto ajudam a restaurar a pele do rosto, fazendo-a parecer mais jovem, aumentam a hidratacdo
e criam uma camada protetora na superficie do rosto (Sethi et al., 2016). Na presente dissertacdo, foi
produzido um creme de rosto de dia, com emulsdo O/A. A pele da cara encontra-se exposta as condicdes
ambientais, como o frio, o calor, a humidade, pds, poluicdo e radiagdo ultravioleta (UV). Os cremes de dia
sdo essenciais numa rotina de cuidado de pele e, na maioria dos casos, sdo emulses do tipo O/A,
desenvolvidas para serem ndo gordurosas, hipoalergénicas, enfatizando o seu objetivo na estética e nos
beneficios para a pele. Estes cremes oferecem propriedades emolientes a pele, permitindo a sua hidratacdo
e protegem-na de agressdes ambientais, como a radiacdo UV, devido a presenca de agentes antioxidantes
(AO) (Sharma et al., 2018). Os AO sdo essenciais nos produtos de rosto, visto que sdo moléculas capazes de

evitar a oxidacdo, protegendo desta forma a pele e a prépria formulacdo (Santos, 2019).

2.2 Antioxidantes

No ambito da industria cosmética, os AO sdo bastante utilizados uma vez que o corpo humano
encontra-se constantemente exposto a agentes oxidantes provenientes da radiagdo UV e de poluentes
ambientais. A existéncia destes compostos pode ser prejudicial para a saude humana e pode levar a
degradacdo de macromoléculas essenciais, como lipidos, proteinas e até mesmo moléculas de DNA
(Sharma et al., 2018). Os AO sdo agentes que apresentam capacidade de captar radicais livres,
estabilizando-os, impedindo a interagdo dos mesmos com a pele, o que evita o envelhecimento prematuro
das células, ao mesmo tempo que estimula a geracdo de novas células (Epstein, 2009). A presenca de AO
em cremes hidratantes é importante devido aos agentes emolientes, como 6leos e ceras, que se encontram

sujeitos a oxidacdo. Portanto, a adicdo destes componentes a formulacdo ajuda a prevenir e a atrasar a
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oxidacdo dos ingredientes previamente referidos, o que, para além de prevenir a formacdo de odores
desagraddveis, impede também a degradacdo do préprio creme (Santos, 2019).

Apesar de existiram AO sintéticos — como € o caso do BHT (Butil Hidroxitolueno), muito usado em
formulagBes cosméticas - existe uma preocupacdo cada vez maior em desenvolver cosméticos
sustentaveis; deste modo, nos Ultimos tempos, existe, por parte da indUstria cosmética, uma tendéncia na
incorporacdo AO de origem natural obtidos a partir de plantas, frutos e até subprodutos, como é o caso a
grainha de uva (Britannica, 2020). Assim, surge a oportunidade de aproveitar as propriedades AO
apresentadas pelos compostos fendlicos (CF) presentes na grainha de uva (que serdo abordadas na

Subsecc¢do 2.4.1), incorporando-os em cremes hidratantes, aumentando assim o seu valor comercial.

2.3 Oleos Essenciais

De acordo com a ISO (International Organisation for Standardization), os 6leos essenciais (OE) sdo
definidos como “o produto obtido através de uma destilagdo com agua ou vapor ou a Seco ou pPor Processos
mecanicos, de uma parte ou partes de uma planta” (Sarkic e Stappen, 2018). A composi¢ao dos OE pode
variar conforme a espécie da planta utilizada e da zona geografica onde é plantada, uma vez que adquire
caracteristicas diferentes conforme o clima, tipo de solo e métodos de producdo. Também o método de
extracdo selecionado apresenta influéncia na composicdo do OE. Aincorporacdo de OE em cosméticos tem
vindo aumentar pois, além de serem ingredientes de origem natural, também ajudam a criar um odor
agradavel; por outro lado, apresentam propriedades bastante interessantes para estes produtos, visto que
muitas vezes tém capacidade antifingica, antimicrobiana e antissética, o que permite reduzir a utilizacdo

de conservantes sintéticos (Campos et al., 2020).

2.4 Subprodutos Agricolas

A producdo agricola e o processamento agroindustrial geram elevadas quantidades de
subprodutos e residuos. A formacdo destes apresenta impactos a nivel social, econdmico e ambiental; por
exemplo, a nivel ambiental, estes contribuem para o aumento das emissGes de gases com efeito de estufa.
No caso da producgdo de fruta, os subprodutos como as sementes, as peles, entre outros, representam
cerca de 50 % da fruta original e, muitas vezes, apresentam teor nutricional e funcional superior ao do
produto final. Assim, tendo em conta as possiveis caracteristicas destes residuos, em conjunto com a
ideologia de sustentabilidade e de economia circular, hd uma grande preocupacdo na procura de novas
oportunidades para aproveitar estes subprodutos (Campos et al., 2020). Ao longo dos anos, o consumo de
vinho tem aumentado, e consequentemente a sua produgdo tem crescido. A grainha de uva, um dos
principais constituintes do bagaco, é um subproduto da producdo de vinho e possui na sua constituicdo um
conjunto de CBA, como os CF, que apresentam efeitos benéficos para a saude. O bagaco de uva é um dos

principais residuos gerados mundialmente, o que gera preocupacdo em valorizar este residuo, tirando
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proveito das propriedades dos CBA e incorporando-os em diversas aplica¢cdes biotecnoldgicas (Torres et
al., 2018).

Também as cascas de citrinos, assim como as sementes e polpa, gerados a partir da producdo de
sumos de limdo e laranja, sdo dos principais subprodutos nivel mundial. Por cada fruto gera-se cerca de 50
a 60 % de subprodutos, na sua maioria cascas, que sao descartados como residuos criando um desafio na
sua gestdo (Gavahian et al., 2019). Estes subprodutos apresentam compostos, considerados na sua maioria
OE, ricos em compostos voldteis com aroma citrico, sendo um dos seus principais constituintes o D-

limoneno, que podem ser incorporados como aditivos em formula¢des cosméticas (Mahato et al., 2020).

2.4.1 Bagaco e Grainha de Uva

Uma das principais atividades agro econdmica responsavel pela producdo de subprodutos, é o
cultivo de uvas, cuja producdo anual mundial excede as 60 mil toneladas. De acordo com a OIV
(International Organisation of Vine and Wine), Espanha, China, Franga, Itdlia e Turquia sdo responsaveis
pela producdo de 50 % das uvas a nivel mundial. Atualmente, Portugal encontra-se em décimo oitavo lugar,
relativamente a producdo de uvas, e em décimo primeiro em termos de producdo de vinho (10V,2020).
Cerca de 80 % da producdo de uvas é utilizada para a producdo de vinho, todavia, existem diversos produtos
no mercado provenientes desta matéria-prima, como 0s sumos de uva, as compotas e as uvas passa
(Teixeira et al., 2014). A producdo de vinho encontra-se associada a geracdo de elevadas quantidades de
residuos organicos e inorganicos, dguas residuais e gases que provocam o efeito de estufa.

O principal residuo relacionado a esta atividade é o bagaco de uva - caracterizado por ser um
material sélido dividido em duas fraces: o bagaco sem sementes — constituido pela polpa, pele e hastes -
e a grainha da uva, o subproduto utilizado no trabalho realizado nesta dissertacdo. Este é gerado apds as
etapas de prensagem e da fermentacdo, representando aproximadamente 20 % do peso original da uva
(Kalli et al., 2018). De acordo com a literatura, é estimado que a producédo de 6 litros de vinho origina 1 kg
de bagaco de uva, o que implica que sejam produzidas entre 10,5 — 13,1 mil toneladas anuais de bagaco,
dai aimportancia na exploracdo destes subprodutos (Teixeira et al., 2014).

A composicdo do bagaco pode variar, visto que a proporcado em cada fase pode ser diferente, sendo
que a fragdo de grainha varia entre 38 — 52 %. No que respeita a composicdo macro nutricional, esta
encontra-se dependente da variedade de uva em questdo, no entanto, apresenta teor de humidade
elevado, que varia entre 50 — 72 %, o teor de lignina que altera entre 17 — 24 % e o conteudo de proteinas
é superior a 4 %. Os subprodutos gerados apds o processo de vinificacdo apresentam bastantes CBA, como
acidos gordos, vitaminas e AO naturais, nomeadamente na forma de CF (como os acidos fendlicos, os

flavonoides, as procianidinas) (Teixeira et al., 2014; Kalli et al., 2018).
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Na Figura 2 encontra-se uma representacdo esquematica, dos principais CBA encontrados no

bagaco de uva.

Aditivos Alimentares
Alimentar ]
Alimentos Funcionais

Cremes Hidratantes = R
Fibras Dietéticas:

= - Soluvéis e insoluvéis
Produtos de Cuidado Inddstria
da Pele Cosmética

Compostos Fendlicos
Protetores Solares

Acidos Gordos

Suplementos Insaturados

Dietéticos -
Induistria
Sistemas de Farmacéutica
Administracao de
Fdrmacos

Fibras Dietéticas:

Soluvéis e insoluvéis

Fertelizantes Compostos Fendlicos

Ragoes Animais Vitaminas e

Antioxidantes

Agricultura —

Remogao de Metais Protecao
Pesados de Aguas

Residuais Ambiental

Figura 2. Componentes do bagago de uva e exemplos da sua aplicagdo e incorporaglo em diferentes industrias. (Adaptado de
A. Teixeira et al., 2014).

A literatura revela que o bagaco de uva é aplicado em diversas indUstrias — como a industria
cosmética e alimentar — com diversas finalidades, e estas aplicacdes tém vindo a aumentar tal como
evidenciado na Figura 2. De facto, a indUstria cosmética tem evoluido no sentido de criar e desenvolver
produtos denominados “cosméticos verdes”, isto é, produtos cujas formulacGes sejam de origem natural,
ou com ingredientes maioritariamente naturais (Chanchal e Swarnlata, 2008; Kalli et al., 2018).
Efetivamente, estes ingredientes apresentam vantagens face aos compostos sintéticos, pois sdo
biodegraddveis e apresentam propriedades terapéuticas e funcionais que sdo benéficas para o ser humano.
Assim, os extratos de bagaco e grainha de uva sdo incorporados em bastantes produtos cosméticos,
principalmente em produtos de cuidados da pele — exemplo dos hidratantes— visto que esta categoria
apresenta a maior cota de mercado, atingindo, no ano de 2018, os 135 mil milh&es de euros. Além disso,
este segmento continua a crescer, sendo que a taxa de crescimento anual até ao ano de 2025 é de 4,4 %
(Grand View Research, 2019).

Nos ultimos anos, tém sido desenvolvidos estudos no sentido de criar formulacGes de cosméticos
naturais e valorizados, através da incorporacdo dos CBA presentes nas grainhas de uva (Nunes et al. 2017).
Na Tabela 2 sdo apresentadas alguns dos principais exemplos de formula¢des onde sdo incorporados os
compostos/extratos da grainha de uva. Sdo ainda realcadas algumas marcas que 0s incorporam nas suas

formulacgGes.
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Tabela 2. Aplicagcbes gerais dos compostos fendlico do dleo de grainha de uvas, na industria cosmética e marcas que os incorporam
nos seus produtos.

AplicagGes Gerais

Compostos Fungdo Classe de Cosméticos
Antocianinas, acido galico, catequina, - Antioxidante e capacidade de eliminar
epicatequina, flavonoides, radicais; - Cremes de rosto

proantocianidinas, resveratrol, melanina - Estimulagcdo do crescimento celular.
- Protetores solares;
- Fotoprotetor. - Cremes After-sun;
- Batons de cieiro.

Acido ferulico, 4cido caféico, 4cido
galico, proantocianidinas, resveratrol

- Esfoliante; .. .
- . ) ~ - Cremes e géis esfoliantes;
Acido tartarico - Despigmentacgao;
- Cremes de rosto.
- Regulador de pH.
Acido oléico, acido linoléico, acido - Antioxidante; - Antienvelhecimento;
linolénico, Vitaminas Ce E - Propriedades emolientes. - Cremes de rosto.
Produtos Comerciais
Marca Produto Ingredientes Resultados
- 77 % dos consumidores referiram uma
Caudalie Creme Sorvete - Agua de Uva; reducdo das vermelhiddes da pele;
Hidratante - Extrato de Polifendis. - 90 % dos consumidores, consideraram
gue a pele se encontrava mais hidratada.
- 93 % dos consumidores afirmaram que a
Creme.d? Dia _Sleo de Grainha de Uva; pelle §e encontrava mais firme e mais
DVINE Poder Dinamico - Resveratrol eldstica;
de Uva ' - 29 % dos consumidores verificou
diminuigdo das rugas da pele
DC- DC-Dermoteca - Oleo de Grainha de Uva;
Dermoteca Cosmetics Nutri- - Extrato de Polifendis. -
Cosmetics Reparador - Resveratrol.

Fonte: Nunes et al. 2017; Caudalie, n.d.; Dermoteca DC, n.d.; DVINE, n.d.

Na Tabela 3, encontram-se apresentados estudos cientificos relativos ao desenvolvimento de
produtos cosméticos contendo extrato fendlico (extrato rico em CF) obtido a partir da grainha de uva e os

respetivos resultados.

Tabela 3. Exemplos de artigos cientificos que estudam a influéncia dos compostos fendlicos em formulagées de cremes.

Objetivo do Estudo Parametros Avaliados Conclusdes Referéncia
- Conteldo Fendlico Total; - CFTextrato = 568,89 MgGAE Gextrato *
- Cor; - Cor: vermelho acastanhado
C/omparagéo en/tre de um _Cheiro; - Cheiro: aroma tipico a extrato de
serum - cosmetico  com - _pomogeneidade; grainha de uva Surini et al.
fitossomas de extrato de . - Homogeneidade: formulac3o (2018)
grainha de uva e um com _yjscosidade. homogénea
extrato de grainha de uva -pH=4,87
- =465 cps
- Cor; - Cor: castanho claro
- pH; -pH=6,5
Avaliagio  da  capacidade - Espalhamento; -s=3121cms
antioxidante de um creme de - Viscosidade; - =38 166 cps Kawarkhe,
rosto contendo extrato de - Irritabilidade; - N3oirritante et al.
grainha de uva - Capacidade - dhalo de inibicso = 12 mm (2016)
Antimicrobiana; -1Cs0 = 0,0072 pg-mL?

- Capacidade Antioxidante.

CFT — Conteudo fendlico total; p — viscosidade; s - espalhamento; ICso — concentragdo de amostra necessaria para diminuir em 50% a concentragdo
inicial dos radicais DPPH
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Ainda que a grainha de uva apresente bastantes CBA, os CF destacam-se devido as suas

propriedades funcionais.

2.4.1.1 Extrato Fendlico

Os CF sao metabolitos secunddrios das plantas, cuja quantidade presente na planta depende de
diferentes fatores tais como: a técnica de cultivo utilizada, as condi¢des de crescimento, o processo de
colheita, de processamento e de armazenamento. Além disso, o conteddo de CF na planta pode aumentar
guando estas se encontram em situacdes de stress —infecdo por agentes patogénicos e parasitas, excesso
de radiacdo UV, poluicdo do ar, entre outros -, para que esta se consiga proteger e manter saudavel
(Anastasiadi et al., 2012; Viénjevec et al., 2020). A formac3o dos CF é feita por duas vias metabdlicas: a via
chiguimato e a via acetato. Relativamente a sua estrutura, estes apresentam pelo menos um anel
aromatico e tém um ou mais substituinte hidroxilo. Estes compostos fazem parte de um grupo bastante
diverso e grande de compostos quimicos, geralmente divididos em duas categorias, os fendis simples e os

polifendis (Soto et al., 2015). A Figura 3 apresenta a classificagcdo das diferentes classes de CF.

Acido Caféico Acido Gilico Catequina I'rans-Resveratrol Procianidina B1
HO, OH
OQT/OH H Py
A~ OH OH [ )
HO ) X Hor o™ ,”\ ,L —
HO™ N S\
ZN OH

HO™ ™Y “OH [-:._/‘ ~oM

OH

Figura 3. Classificagdo das principais classes e compostos fendlicos presentes no bagago de uva. (Adaptado de M. L.
Soto et al., 2015)

O bagaco de uva é caracterizado por apresentar quantidades significativas de flavonoides,
nomeadamente flavan-3-dis e a cianidina, encontrados na forma livre; apresenta ainda acidos fendélicos,
como o hidroxibenzdico e o hidroxicindmico, que podem aparecer tanto na forma livre como na forma
conjugada e ainda possui estilbenos e taninos (Gharras, 2009; Teixeira et al., 2014; Soto et al., 2015). No
caso da grainha de uva, esta contém cerca de 60 a 70 % dos CF totais extraiveis da uva; os principais CF
encontrados na composicdo do extrato sdo os flavonoides - principalmente os falvan-3-6is monoméricos
(catequina, epicatequina), acidos fendlicos, dimeros e trimeros de procianidina e proantocianidinas. Estes
compostos podem atuar como AO pois sdo capazes de neutralizar o stress oxidativo, através da inibicdo da
formacdo de radicais livres, da interrupcdo de reagdes de auto-oxidagdo em cadeia, entre outras (Soto et

al. 2015).
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Os flavonoides sdo os CF mais abundantes presentes em frutas e vegetais e apresentam capacidade
antioxidante elevada devido ao seu alto potencial redox, possibilitando a sua atuacdo como agentes
redutores (Gharras, 2009). Por outro lado, os estilbenos apresentam propriedades antienvelhecimento
pois ativam os recetores de estrogénio, o que aumenta a producdo de acido hialurdnico e colagénio e
atrasa o processo de envelhecimento da pele (Kusumawati e Indrayanto, 2013). No caso dos taninos, além
da capacidade antioxidante, um estudo realizado por Smeriglio et al. (2017), provou que as
proantocianidinas apresentam propriedades antimicrobianas —inibindo o crescimento de microrganismos
como Staphylococcus aureus, Candida albicans e Campylobacter jejun. Contudo, os mecanismos de acdo
destes compostos ndo sdo compreendidos na sua totalidade. Alguns autores sugerem que estes podem
interferir no crescimento de microrganismos através de diferentes mecanismos, como sdo exemplo a
modificacdo da permeabilidade da membrana celular, alteracdes em fungdes intracelulares, entre outros.
Para além das propriedades suprarreferidas, os CF apresentam também caracteristicas anti-inflamatorias,
anticancerigenas, antialérgicas e propriedades que ajudam a prevenir doencas cardiovasculares (Wong-Paz

et al., 2017). As principais propriedades dos CF encontram-se na Figura 4.

Antialérgico

Anticancerigeno Antioxidante
Compostos
Fenolicos
Antienvelhecimento Antimicrobiano
Prevencao de
Doencas

Cardiovasculares

Figura 4. Principais propriedades dos compostos fendlicos.

2.4.1.2 Oleo de Grainha de Uva

O dleo extraido a partir da grainha de uva é constituido, maioritariamente, por acidos gordos
insaturados — como o &cido linoleico (o principal dcido gordo, entre 70 a 75 %), o acido oleico e o 4cido
palmico — que sdo bastante importantes para os produtos cosméticos devido as suas propriedades
emolientes. Uma vantagem da utilizacdo deste dleo é a baixa concentracdo de acido linolénico, que em
guantidades elevadas pode originar odores desagradaveis e diminuir a estabilidade do éleo (Durazzo et al.,
2019). Os acidos gordos presentes no 6leo de grainha de uva, além das propriedades hidratantes,
apresentam ainda propriedades antienvelhecimento. Por outro lado, este déleo é rico em vitamina E,

apresentando também elevadas quantidades de tocoferdis (a, B, y e §) e tocotriendis (a, B, y e 6).
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A vitamina E revela-se um composto de interesse para a indUstria cosmética pois, para além da
sua capacidade de prevenir o stress oxidativo e a oxidacdo dos produtos, facilita a cicatrizacdo de feridas
na pele e protege o colagénio e a elastina de degradacédo (Sieniawska, 2015).

A obtencdo do 6leo pode ser realizada através da técnica de prensagem a frio, o que é vantajoso
pois é uma técnica que pode ser realizada a temperaturas baixas e origina éleos com niveis elevados de
AO. No entanto, a extracdo com solventes é a técnica mais utilizada para a sua extracdo mesmo a nivel
industrial devido a facilidade de realizar e de replicar. Os solventes de extracdo mais usuais sdo o n-hexano
e o éter de petrdleo, uma vez que os compostos presentes no dleo sdo lipofilicos e como tal devem ser

selecionados solventes apolares (Sieniawska, 2015; Durazzo et al., 2019).
2.4.2 Cascas de Limao

O limdo é um fruto que contém uma grade variedade de compostos quimicos naturais, como CF —
na sua maioria flavonoides —, vitaminas, minerais, fibras diatéticas, OE e carotenoides. Estes compostos
apresentam efeitos benéficos para a salde, nomeadamente a vitamina C e flavonoides, que apresentam
propriedades AO (Lopresto et al.,, 2014). As cascas de limdo sdo ricas em OE; contudo, a sua composicdo
pode variar consoante a variedade de limdo, a distribuicdo geografica, entre outros fatores. O constituinte
mais abundante nos OE de limdo é o D-limoneno, seguido do citral, que se encontra sobre a forma dos
estereoisomeros neral e geranial, e o linalol, porém em quantidades reduzidas. De acordo com a literatura,
o neral e o linalol sdo os compostos que apresentam aroma mais forte. O D-limoneno € um monoterpeno
monociclico que apresenta um aroma citrico e é considerado seguro pela FDA (Food and Drug
Administration) para utilizacdo como agente aromatizante (Gonzale et al., 2010).

Os OE apresentam capacidade antimicrobiana e antifungica, o que possibilita a sua utilizacdo como
conservantes face ao uso de conservantes sintéticos. Assim, os OE sdo bastante utilizados na indUstria
cosmética e perfumaria (como agentes antibacterianos, conservantes e aromatizantes), na industria
farmacéutica (como agentes antibacterianos e anti-inflamatdrios) e na indUstria alimentar (atuam como
agentes aromatizantes e conservantes) (Sarkic e Stappen, 2018). Estes OE encontram-se em reservatoérios
no interior do flavedo da fruta. A extracdo dos déleos pode ser feita através de métodos tradicionais como
a prensagem a frio ou por destilacdo através de contacto com a 4gua (hidrodestilacdo) ou com vapor ou
ainda usando a extracdo solido liquido. A hidrodestilagdo é o método mais utilizado para a producdo de OE
a nivel industrial. No entanto, estes métodos apresentam desvantagens relacionadas com os elevados
custos energéticos, tempos de extracdo longos, consumo de solvente elevado e a possibilidade de perda
de compostos devido a hidrélise e oxidacdo durante a extracdo. Deste modo, tém sido desenvolvidas novas
tecnologias consideradas verdes e sustentdveis, como a extracdo supercritica, a extracdo assistida por

ultrassons ou micro-ondas (Teixeira et al., 2014).
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Portugal é um dos principais produtores de limdo a nivel europeu, encontrando-se em 4 2 lugar, e
no ano 2018, produziu 16 mil toneladas métricas de limdo (USDA,2018).

Assim, existe a possibilidade de aproveitar este subproduto, extraindo os compostos na casca de
limdo, de modo a produzir OE, que podem ser incorporados em formulagdes cosmeéticas, visto que
conferem ndo sé um aroma agraddvel, mas apresentam também propriedades funcionais — capacidade

antimicrobiana e antifungica.

2.5 Extracao dos Compostos Fendlicos da Grainha de Uva

Os CF presentes nas plantas apresentam elevada diversidade em termos estruturais o que torna
praticamente impossivel o desenvolvimento de um método de extracao adequado a todos estes compostos
(Baydar et al., 2007). Atualmente, tém sido desenvolvidos diversos estudos com a finalidade de estudar os
diferentes métodos existentes aplicados na extracdo de CF. A principal técnica aplicada é a extragdo solido-
liquido que, apesar de alcancar rendimentos elevados, tem algumas desvantagens, como o elevado
consumo de solvente. Contudo, as tendéncias recentes de técnicas de extracdo tém-se focado na procura
de solucBes que protejam o meio ambiente e os consumidores, enquanto permitem uma produgao
econdmica de extratos de alta qualidade. Assim, surge a aplicagdo de técnicas de extracdo consideradas
mais “limpas” e “verdes”, como é o caso da extracdo supercritica e da a extracdo assistida por ultrassons,

entre outras (Kalli et al.,2018).

2.5.1 Extracao Solido-Liquido

A extracdo sélido-liquido (ESL) é uma técnica convencional e cldssica para a extracdo de CF da
grainha de uva. Este método é caracterizado como um fendmeno de transferéncia de massa no qual os
CBA presentes na grainha de uva, migram para o solvente. A eficiéncia da ESL é influenciada por diversos
fatores, como o solvente de extracdo utilizado, a temperatura e tempo de extracdo, a razao sélido-liquido
e pelo tamanho das particulas (Ignat et al., 2011).

De facto, o solvente utilizado na ESL influencia bastante a eficiéncia da extracdo e, por este
motivo, este parametro é o mais estudado. Os solventes mais usuais para a extracdo de CF sdo o metanol,
o etanol, a acetona e a agua (Spigno et al.,2007). De acordo com Peki¢ et al., (1998), o acetato de etilo
foi considerado um dos melhores solventes para extrair CF das grainhas de uva, pois apresenta
seletividade para extrair proantocianidinas. Também os dalcoois, como o etanol e o metanol sdo
comummente utilizados, pois permitem obter rendimentos de extracdo elevados. Varios estudos
mostraram que, para a extracao de CBA de residuos vinicolas, a utilizacdo de misturas de solventes
orgéanicos com agua sdo mais eficientes do que os sistemas mono-componente, pois a presenca de dgua
aumenta a permeabilidade da grainha de uva, melhorando a transferéncia de massa, assim como a

recuperacdo os CBA sollveis em dgua (Spigno et al.,2007).
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Agustin-Salazar et al., (2014) estudaram os melhores sistemas para a extrag¢do de CF, concluindo que os
melhores solventes sdo: uma mistura de metanol, dgua e acetona (com proporc¢do 3:3,5:3,5) e uma
solucdo de dgua e etanol (com proporcdo 6:4 ou 7:3). A razdo entre o volume de solvente e a massa de
amostra também é um parametro importante para a eficiéncia do processo de extracao. De acordo com
Fontana et al. (2013) o aumento desta razdo promove o aumento do rendimento da extracdo; no
entanto, para evitar o desperdicio de solvente, situacdes de saturacdo e equilibrar os custos, é necessaria
uma razdo que ndo seja nem muito baixa nem muito alta. Adicionalmente, os autores comprovaram que
a temperatura e o tempo de extracdo também sdo parametros importantes. Por um lado, o aumento da
temperatura favorece a extracdo, melhorando a solubilidade do soluto e o coeficiente de difusdo. Por
outro lado, o aumento da temperatura, diminui a tensdo superficial e a viscosidade do solvente, o que
facilita a penetracdo do mesmo em camadas mais internas da matriz sélida. No que diz respeito ao
tamanho das particulas, verifica-se que a extracao apresenta melhores resultados para particulas de
menores dimensdes. De facto, com a diminuicdo da particula, ha um aumento da area de superficie, o
que aumenta o tempo de contacto entre o solvente e a matriz e, como consequéncia, melhora a extragdao
(lgnat et al., 2011).

A ESL usando o extrator Soxhlet é uma das técnicas mais utilizadas para a extracdo de CF de
subprodutos da vinificacdo. Esta técnica de extracdo é simples, a amostra é colocada num cartuxo de papel
no interior do extrator e o solvente é evaporado e condensado, entrando em contacto com a substancia
sélida. O processo € repetido até a extracdo estar completa. A extracdo Soxhlet é um processo facil de
realizar, com elevada reprodutibilidade e eficiéncia. Por oposicdo, apresenta alguns inconvenientes,
nomeadamente, o consumo de solvente, que dependendo do tipo de solvente, pode conduzir a problemas
ambientais, e a utilizacdo de temperaturas elevadas, que pode levar a degradacdo de alguns compostos de

interesse (Baiano et al., 2014).

2.5.2 Extracao Assistida por Ultrassons

Outro método de extracdo de CBA de matrizes naturais é a extragdo assistida por ultrassons (EAU).
Esta técnica permite atingir eficiéncias elevadas a temperaturas relativamente baixas, o que é vantajoso
para compostos sensiveis ao calor. As ondas de ultrassom sdo ondas mecanicas, capazes de romper as
células da matriz vegetal, levando a uma migracdo dos compostos celulares para o solvente. O
aprimoramento na extracdo pelo ultrassom é atribuido, principalmente, ao efeito de cavitacdo acustica no
solvente - sdo formados microcanais em direcdo a matriz da grainha de uva, favorecendo a penetragdo do
solvente. O ultrassom também oferece um efeito mecanico que permite maior penetracdo do solvente,
aumentando a drea de superficie de contacto entre a fase sélida e liquida e, como resultado, o soluto
difunde-se rapidamente da fase sdélida para o solvente. De facto, a extracdo com ultrassons permite
aumentar o rendimento e a taxa de extracdo, reduzindo significativamente o tempo de extracdo, devido

ao aumento da transferéncia de massa entre a fase solida e a fase liquida (Demirddven et al., 2015).
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A literatura revela que a EAU é uma técnica bastante utilizada para extrair CF a partir da grainha de
uva, pois permite obter rendimentos elevados, em periodos reduzidos (Kalli et al., 2018).

Para além das técnicas previamente apresentadas, existem ainda outras técnicas de extracdo
denominadas verdes, como a extracdo supercritica, a extracdo assistida por micro-ondas, a extracao por
liquido pressurizado e a extragdo por enzimas. Na Tabela 4 encontram-se apresentadas, de forma
resumida, as principais vantagens e desvantagens, associadas a cada uma destas técnicas.

Tabela 4. Vantagens e desvantagens associadas aos diferentes métodos de extragdo.

Método de

« Vantagens Desvantagens
Extragdo

- Possibilidade de extracdo de compostos
indesejaveis;

- Ndo é adequado a compostos
termossensiveis.

- Método bastante utilizado, com muito know-
> how;
Liquido - Procedimento simples.

Extracdo Solido-

- Processo rapido;

- Método de elevada eficiéncia;

- Adequado a compostos termossensiveis.
- Solvente n3o téxicos;

- Tempo de extra¢do reduzido;

- Adequado a compostos termossensiveis.

- Distribuicdo das ondas ndo uniforme;
- Diminui¢do da poténcia com o tempo.

Extracdo Assistida
por Ultrassons

- Custos de equipamento elevados;
- Custos de operacédo elevados.

Extracdo
Supercritica

Extracdo Assistida - Método simples;
por Micro-ondas - Tempo de extragdo reduzidos; - Custos de equipamento elevados.

- Menores consumos de solvente.

Extracdo por - Técnica rapida; . .
) ¢ i P ) P - Seletividade baixa;
Liquido - Baixo consumo de solvente; .
) . . - Custo de equipamento elevado.
Pressurizado - Facil de automatizar.

- Rendimentos de extracdo elevados;

- Técnica eco-friendly, pois ndo necessita de
solventes.

Fonte: Alija et al., 2011; Kasiri e safapour, 2015.

Extracdo Assistida
por Enzimas

- Desempenho das enzimas facilmente
afetado pelo pH e pela temperatura.

A selecdo do solvente a utilizar na extracdo é uma etapa importante e existe um conjunto de
condi¢cdes que devem ser consideradas, como a solubilidade, a seletividade, o custo, a seguranca e a
sustentabilidade — que, atualmente, é um aspeto cada vez mais importante. Efetivamente, os solventes
alcodlicos sdo bastante eficientes para a extracdo de CF, devido a natureza polar destes compostos.
Assim, o etanol é um solvente adequado na extracdo dos CF, pois € um solvente GRAS (Generally
Recognized As Safe) aprovado pela FDA, o que faz com que a sua utilizagdo na industria cosmética seja
segura. Além disso, o seu custo é relativamente baixo, é biodegradavel e a sua toxicidade é reduzida,
cujas caracteristicas ecoldgicas o tornam num solvente frequentemente utilizado (Tournor et al., 2015).

Apos a realizacdo da extracdo é importante verificar a sua eficiéncia na extracdo de compostos
de interesse. Uma das estratégias normalmente utilizadas é a determinacdo da capacidade antioxidante,
dos extratos obtidos. Caso se pretendesse determinar a eficiéncia de extracdo de AO especificos, a
metodologia mais utilizada é o HPLC (High Performance Liquid Chromatography), sendo, no entanto,

necessario o uso de padrdes analiticos, ou seja, dos AO de interesse.
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2.6 Capacidade Antioxidante

A capacidade antioxidante encontra-se relacionada com a aptiddo que os compostos AO
apresentam em proteger sistemas bioldgicos contra potenciais reacées envolvendo espécies reativas de
oxigénio ou azoto. E uma metodologia Util para a avaliacdo da eficiéncia de diferentes técnicas de extracdo
de CF (antioxidantes). Os estudos da capacidade antioxidante sdo realizados, na sua maioria, por dois tipos
de ensaios: ensaios associados a peroxidacdo de lipidos ou ensaios baseados na captura de eletrées ou
radicais livres. No caso dos subprodutos da uva, a segunda técnica é a mais usada, sendo os métodos
padronizados mais comuns o ensaio com DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) e o método ORAC (Oxygen
radical absorbance capacity) (Fontana et al.,2013). Apesar destes serem 0s mais usuais, existem outros
como o método capacidade antioxidante em equivalentes de trolox (TEAC), também conhecido como
método do &cido 2,2-azino-bis (3- etilbenzotiazolin) -6-sulfénico (ABTS) e o método CUPRAC (Cupric
Reducing Antioxidant Capacity), uma metodologia mais recente (Zulueta et al., 2008). Na Tabela 5,
encontram-se apresentadas as principais vantagens e desvantagens de cada uma das metodologias de

determinac¢do da capacidade antioxidante previamente apresentadas.

Tabela 5. Vantagens e desvantagens das metodologias de determinagdo da capacidade antioxidante.

Metodologia Vantagens Desvantagens
- Técnica facil, simples e répida; . m
) . - O tempo de reagdo ndo é exato;
- Apenas necessita de um espetrofotdmetro ) . .
. - O radical DPPH nem sempre é muito
DPPH UV/Vis; reativo, devido a sua estabilidade e
- Possibilidade de compra do radical DPPH, . ’ .
. L ) impedimento estéreo.
logo ndo é necessério produzi-lo.
- Usa radicais livres biologicamente relevantes; - Requer equipamentos de elevado custo;
- Método padronizado: permite a comparacdo - A utilizacdo de equipamentos diferentes
de dados entre laboratorios: produz uma alta variabilidade nos
ORAC - Combina a percentagem e o tempo de resultados;
inibicdo de reagdo antioxidante numa Unica - Sensivel ao pH;
magnitude. - Tempo de reagao longo.
. L . - Etapa extra para formar o radical livre a
- Técnica barata e facil de utilizar; .p P
~ , o partir do sal ABTS;
- Ndo é sensivel ao pH, permitindo estudar o . . - ,
) . - O radical livre ndo é estavel durante
ABTS seu efeito do mesmo na capacidade . ,
o periodos longos;
antioxidante; ~ . .
. - Ndo é um método padronizado, o que
- Reacgdo rapida. - ~
dificulta a comparacdo de resultados.
- Técnica simples, rapida e com custos
reduzidos; - O tempo de reagdo n3o é exato, varia
- Consegue detetar todas as classes de conforme a solucio em analise
CUPRAC ue 15€:

antioxidantes;
- Aplicavel tanto em antioxidantes lipofilicos
como os hidrofilicos.

Fonte: Zuleta et al., 2017; Alzagameen et al., 2018.

O ensaio com DPPH é uma técnica espectrofotométrica, que permite determinar a capacidade
antioxidante de forma rapida e simples, na qual o DPPH é utilizado como reagente. O DPPH é um composto
gue apresenta um radical livre estdvel que, na presenca de AO (agente redutor), aceita um atomo de

hidrogénio doado pelo AO. Esta reacdo altera a cor da solucdo que passa de roxa para amarela.
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Deste modo, € possivel determinar a capacidade antioxidante da solucdo através da medicdo da
diminuicdo da absorvancia da mesma ao comprimento de onda (A) de 517 nm. Uma vez que, a capacidade
antioxidante é proporcional ao desaparecimento do DPPH, quanto mais clara for a cor da solugdo, maior
serd o poder AO do extrato ou composto analisado (Zulueta et al., 2008). De modo a padronizar os
resultados, os resultados devem encontrar-se em equivalente de Trolox — molécula similar a vitamina E,

mas sollvel em agua. A Figura 5 ilustra a reagdo que ocorre entre o DPPH e o agente AO.

Agente
Antioxidante

1 HO. (o]
ON NO2 OoN NO; oH
Radical o
Livre
NO, NO, Trolox - Antioxidante padrao
DPPH (oxidado) DPPH (reduzido)
Roxo Amarelo B

Figura 5. Esquema da reagdo entre o DPPH e o agente antioxidante, AH, (A) e molécula de Trolox, usada para normalizar os
resultados (B).

2.7 Estabilidade do Creme de Rosto

De forma a validar um produto cosmético e tornar possivel a sua comercializacdo, é necessario
obter informacgdes sobre a sua estabilidade, para garantir a seguranca do consumidor durante a sua
utilizacdo. Assim, é necessario que todos estes produtos sejam submetidos a um conjunto de testes de
estabilidade, que permitem concluir se os parametros fisicos, quimicos e microbioldgicos estdo dentro dos
valores padrdo. Deve ainda verificar-se se existem fatores que podem comprometer a utilizacdo do
produto, ao longo do tempo. A realizacdo destes testes permite determinar o periodo de prateleira do
produto, assim como as condicGes ideais para transporte, armazenamento e utilizacdo. Existem trés
categorias principais de testes a ser considerados: testes relativos a embalagem, fisico-quimicos e

microbioldgicos (Cosmetics Europe, 2004). Na Tabela 6 sdo apresentados alguns dos referidos testes.
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Tabela 6. Alguns dos testes de estabilidade que devem ser realizados e respetivas consideragdes.

Teste
Propriedades
o organoléticas
Fisico—
Quimicos pH

Viscosidade
Estabilidade térmica -Freeze-
thaw cycles”
Mecanicos — Teste da
centrifuga
Oxidacdo lipidica

Antimicrobiano

Compatibilidade com a pele -
Patch
Compatibilidade com a pele —
Teste de irritagdo e
sensibilizacdo cumulativa
Hidratacdo

Fonte: Cosmetics Europe, 2004.

Consideragées
Deve ser selecionada uma gama de cores e/ou cheiros. Caso o produto se
encontre fora dessa gama, deve ser considerado insatisfatorio.
Verificar se o pH se mantem dentro dos valores aceites (compativel com o pH da
pele): 4,5-6,0.
Ajuda a garantir que este parametro nao se altera ao longo do tempo.
Permite identificar a existéncia de problemas na suspensao, instabilidade da
emulsdo e problemas na embalagem.
Ajudam a prever se os movimentos durante o transporte vao afetar o produto e
permite determinar se havera a separa¢do da emulsao.
Possibilita o estudo da suscetibilidade do produto face a oxidagao.
Permite prever a capacidade dos microrganismos alvo se desenvolverem e
crescerem no creme.

Permite verificar se o produto ndo causa irritagdo aguda cutanea.

Permite avaliar se o produto provoca acgdo sensibilizante para a pele.

Permite determinar o periodo de hidratagdo do produto.
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3 Design do Produto

Para a producdo de uma formulacdo cosmética é crucial realizar um design do produto. Este
envolve um conjunto de passos dos quais se salientam a identificacdo das necessidades do mercado e do
consumidor, geracdo de ideias e selecdo da mais vidvel para posterior producdo. Comeca-se por definir os
requisitos que o produto deve ter, no sentido de garantir que as necessidades do consumidor sdo
cumpridas. A cada requisito é atribuida uma especificacdo, que consiste numa “traducdo” dos requisitos
para uma propriedade especifica. A cada especificacdo é associada uma métrica, que corresponde a
unidade de medida da especificacdo e permite quantifica-la. Contudo, por vezes, as especificacdes sdo
gualitativas e sensoriais, 0 que impossibilita a atribuicdo de uma métrica. Por Ultimo, atribui-se o rank a
cada requisito, que permite avaliar os requisitos de acordo com a sua importancia para cumprir as
necessidades do consumidor. Este define as prioridades dos diferentes requisitos durante do processo de
design. O rank atribuido aos requisitos pode ser categorizado pelos seguintes niveis: 5 — Obrigatdrio; 4 —
Prioritario; 3 — Recomendado. No caso do creme de rosto em questdo, para garantir que as caracteristicas
pretendidas eram cumpridas, os requisitos selecionados foram divididos nas seguintes categorias:
Performance do Produto; Perce¢do do Produto; Propriedades de Escoamento; Legislacdo e
Comercializagdo.

Na Tabela 7 sdo apresentados os requisitos relacionados com a performance do produto. As
propriedades hidratantes de um creme de rosto sdo essenciais e como tal, considera-se este requisito
obrigatdrio (rank 5), pois se ndo fosse cumprido, o produto final ndo seria o esperado. Além disso, o creme
nao deve ser irritdvel, ndo devendo causar irritacGes nem vermelhidGes na pele, e deve apresentar pH
compativel com a mesma; desta forma atribuiu-se o rank 5 a estes requisitos. Ainda nos requisitos com
rank5, considerou-se a homogeneidade, pois pretende-se ter um creme com textura e aspeto homogéneo.
No que diz respeito as caracteristicas antienvelhecimento do creme de rosto, classificou-se o requisito com
rank 4, uma vez que nao é obrigatério para garantir a performance do produto, devendo ser considerado
como prioritario.

Tabela 7. Requisitos, especificagbes, métrica e rank para a performance do produto.

Performance do Produto

Numero Requisito Especificagdo Métrica Rank
1 T A —— Perda de agua_ltragspldermlca 5
(g:h™-m™)

2 Antienvelhecimento Concentragao MEcomposto/Bamostra 4
3 Homogeneidade Tensdo Superficial Pa >
4 H i

pH compativel com a Valor de pH i 5

pele
Irritabilidade - Teste de
5 N&o irrita a pele irritagdo e sensibilizagdo - 5
cumulativa
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Quanto aos requisitos enumerados para a percegao do produto, representados na Tabela 8§,
salienta-se a importancia do creme de rosto apresentar uma textura cremosa, uma vez que esta é a
preferéncia dos consumidores. Visto que, a percecdo do produto dita o sucesso das vendas do produto,
considerou-se que, apesar do carater naturalmente subjetivo desta categoria, a este requisito deve ser
atribuido o rank 5. O produto deve apresentar cor apelativa e cheiro agradavel, pois estes invocam as
sensacdes (visual e ao olfato) do consumidor, tornando a aplicacdo do produto mais interessante, pelo que

foi atribuido rank 4 a estes requisitos.

Tabela 8. Requisitos, especificagbes, métrica e rank para a perce¢éo do produto.

Percec¢do do Produto

Nimero Requisito Especificacdo Métrica Rank
6 Cheiro Agradavel Subjetiva - 4
7 Cor Apelativa Absorvancia nm 4
8 Textura cremosa Viscosidade Pa-s 5

Na Tabela 9, encontram-se os requisitos estabelecidos para as propriedades de escoamento. Estes
foram todos considerados de cardater obrigatdrio, uma vez que se prendem com o desempenho do creme
ao longo da aplicacdo. E necessario que o creme seja facil de espalhar, tanto para ser mais confortavel para
o consumidor, como para facilitar a aplicagdo do produto. O creme deve aderir facilmente a pele,
mantendo-se no rosto durante a aplicacdo do mesmo, para posterior absorcdo cutdnea. Apds a abertura
da embalagem, é essencial que o creme mantenha as suas propriedades e caracteristicas.

Tabela 9. Requisitos, especificagbes, métrica e rank para as propriedades de escoamento.

Propriedades de Escoamento

Nimero Requisito Especificagdo Métrica Rank
9 Facil espalhamento Viscosidade Pas 5
10 Boa aderéncia a pele Viscosidade Pa's 5
11 Manter-se na. peINe durante a Tensdo superficial Pa 5
aplicacao
1 Manter propriedades apds abertura Contetido em 4gua me/L 5

da embalagem

Na Tabela 10, encontram-se enumerados os requisitos relacionados com a legislacdo. Nesta
categoria, todos os requisitos devem apresentar rank de 5, pois sdo obrigatérios por lei e o seu
incumprimento impossibilita a comercializagao de um produto no mercado. Como tal, este deve-se mostrar
seguro tanto para o consumidor como para o meio ambiente, pelo que deve ser dermatologicamente
compativel com a superficie da pele e ndo deve ser téxico. E também obrigatdrio que os componentes do

creme estejam de acordo com as concentracdes limitadas pelos valores legislados.
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Além disso, todos os produtos devem, obrigatoriamente, ser devidamente rotulados, conforme a
legislacdo em vigor, e nesse rétulo deve constar, entre outros pontos importantes, o prazo de validade do

produto depois da abertura da embalagem.

Tabela 10. Requisitos, especificacbes, métrica e rank para a legislagdo do produto.

Legislagdo
Ndmero Requisito Especificagdo Métrica Rank

13 N3o téxico - = 5
14 Dermatologicamente compativel B B 5
15 Composicao de acordo com os valores .

) Concentragdo Mgcomposto/Gamostra 5

legislados

16 Rotulagem ) ) 5
17 Prazo de validade depois de aberto Tempo Meses 5

Respeitar o regulamento (CE) N.2

18 1223/2009 do Parlamento Europeu e i i 5
do Conselho de 30 de Novembro de

20009 relativo aos produtos cosméticos
Respeitar a diretiva 76/768/EEC da UE:
19 EU Cosmetics Regulations and = = 5
Registration

Por fim, na Tabela 11 estdo discriminados os requisitos referentes a comercializagdo. Estes estdo
maioritariamente relacionados com a embalagem, que é o primeiro contacto que o consumidor tem com
o produto. Nenhum destes requisitos foi classificado como obrigatério, pois a comercializacdo do produto
é independente dos mesmos. Mesmo assim, uma embalagem esteticamente apelativa, invocando as
caracteristicas distintas do produto, e eco-friendly da maior visibilidade ao produto e capta mais a atencado
do consumidor. A embalagem ndo deve ser muito grande de modo a facilitar o transporte e
manuseamento, pelo que se considerou que o creme deveria apresentar um volume de 50 mL —o volume
usual em produtos desta categoria. Esta deve ser resistente, para evitar eventuais fugas e a degradacdo do
produto. Assim, foi atribuido o rank 4 a estes requisitos, pois devem ser considerados prioritarios. Importa
definir um preco de venda, o que ndo so permite a introdugdo do produto no mercado como define
também qual o tipo de consumidor alvo. Assim, estima-se que o preco de venda do creme de rosto em
estudo deve situar-se entre os 15 e os 30 €, visto que é um produto constituido, maioritariamente, por
produtos de origem natural, valorizado pela adicdo de subprodutos agricolas —a grainha de uva e as cascas
de limdo - que conferem odor agradavel e propriedades AO; como o preco influéncia a escolha do

consumidor, atribuiu-se o rank 5 a este requisito.
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Tabela 11. Requisitos, especificagdes, métrica e rank para a comercializagdo do produto.

Comercializagdo do Produto

Numero Requisito Especificagdo Métrica Rank
20 Eco-friendlly Tipo de embalagem - 4
21 Embalagem pequena Volume mL 3
22 Embalagem est.eticamente e Sulbjietive 4

apelativa
23 Embalagem resistente Tipo de embalagem - 4

Preco de venda entre 15— 30 €,

24 por uma embalagem de 50 mL

Preco 3 5

A Figura 6 exemplifica um possivel design da embalagem do creme de rosto.

A

" Creme de Rosto a Base

de Ingredientes

Naturais

Creme de Rosto de
Origem Natural com

Creme de Rosto a Base
de Ingredientes
Naturais

Antioxidantes Naturais
Aroma Citrico

Figura 6. Esquema de um possivel design da embalagem do creme. A — Design do frasco; B — Design da embalagem de
cartdo para armazenamento do creme, com o respetivo rétulo.
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4 Materiais e Métodos

Neste projeto produziu-se um creme de rosto avaliando a sua estabilidade. Realizou-se a extracdo
de compostos bioativos a partir de residuos agricolas, a grainha de uva, para obtencdo do extrato fendlico
e do dleo. Extraiu-se ainda o OE das cascas de limdo. Avaliou-se a capacidade antimicrobiana e a capacidade

antioxidante. A Figura 7 resume as varias etapas realizadas ao longo do projeto.

Valorizacao de subprodutos agricolas

Grainhad Cascas de
rainha de uva Avaliagdo da capacidade limao
1 antioxidante DPPH e TAC l

Extragao por
Avaliagio da atividade hidrodestilagao
antimicrobiana l

Liofilizagdo, moagem e classificagio

granulométrica .

l

Particulas com 50 <D < 18 mesh

[ ]
| :[ Creme de rosto de 1 [

Oleo essencial

Extragiio Sélido- valor acrescentado

liquido (Soxhlet)
n-hexano | Etanol l
Realizagdo de ensaios de
) ( - estabilidade:
Oleo de grainha Extrato fendlico pH, viscosidade, capacidade de

espalhamento, comparibilidade com a
| ] pele, centrifugago, estabilidade térmica,
| atividade antimicrobiana

Figura 7. Esquema representativo das principais etapas do projeto.

4.1 Reagentes

A grainha utilizada foi obtida em Alfdandega da Fé, Braganca, Portugal, sendo proveniente de uvas
de trés castas: Touriga nacional, Touriga francesa e Tinta-roriz. As cascas de limdo foram obtidas a partir
de limdes cultivados em Arentim, Braga, Portugal. Os solventes para as extra¢Ges foram etanol puro (Ref.
1.02371.1000, C2H60, CAS 64-17-5) a partir de VWR (Fontenay-sous-Bois, Franca) e n-hexano a 95 %
(CH3(CH2)4CH3, CAS 110-54-3) a partir de Valente e Ribeiro (Idanha, Portugal). Para capacidade
antioxidante e antimicrobiana utilizou-se DPPH (Ref. D9132, C18H12N506, CAS 1898-66-4), Trolox (Ref.
238813, C14H1804, CAS 53188-07-1), acido ascérbico (Ref. PHR1008, C8H806, CAS 50-81-7), acido
formico (Ref. 5.43804, CH202, CAS 64-18-6), um kit de andlise de capacidade antioxidante total (Ref.
MAK187) e BHT (Ref.47168, C15H240, CAS 128-37-0) adquiridos através de Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
EUA). Os reagentes utilizados para os cremes foram glicerina (COSM-01216), goma xantana (Ref. GOMA-
00762), 6leo de coco (Ref. INCOCO-00185), 6leo de améndoas doces (Ref. ACEI-01886), betaina (Ref. COR-
COSM-00969) e lecitina de soja (Ref.L0023, CAS 8002-43-5), adquiridos, respetivamente, através de
GranVelada (Saragoca, Espanha) e TCI (Téquio, Japdo). Para o teste de oxidacgdo lipidica utilizou-se cloreto
de bdrio dihidratado (Ref.217565, BaCl2.2H20, CAS 10326-27-9) partir de Sigma Aldrich (St. Louis,
MO,EUA), sulfato de ferro (II) (Ref. 24244.232, FeSO4.7H20, CAS 7782-63-0), acido cloridrico (Ref.
20255.290 ,HCI, CAS 7647-01-0) adquiridos de VWR (Fontenay-sous-Bois, Franca), tiocianato de amonio
(Ref.A10632, CH4N2S,CAS 1762-95-4) adquirido de Alfa Aesar (Haverhill, MA, EUA), cloroférmio
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(Ref.438607, CH3CI, CAS 67-66-3) e metanol (Ref. 414816, CH30OH, CAS 67-56-1) de Carlo Erba (Barcelona,
Espanha). A dgua utilizada foi desionizada e ultrapura com um sistema de purificacdo de dgua MilliporeTM

(Massachusetts, EUA) tendo 18,2 Q de resisténcia elétrica.

4.2 Equipamento

A liofilizagdo da grainha realizou-se num liofilizador (SP Scientific, Nova lorque, EUA). As pesagens
foram realizadas numa balanca de escala analitica Mettler Toledo AG245 (Columbus, OH, EUA). Utilizou-se
um banho de refrigeracdo (JP Selecta, Barcelona, Espanha), para auxiliar as extraces. A evaporacdo do
solvente de extracdo efetuou-se num sistema de evaporacdo (Buchi R-200, Flaiwil, Suica). Para a medicdo
das absorvancias, utilizou-se espetrofotémetro UV-Vis V-530 (Jasco, OK, EUA). Para a producdo dos cremes
utilizou-se um banho termostatico (Fontenay-sous-Bois, Franga), um homogeneizador de alta performance
(IKAT18 Digital ULTRA-TURRAX®, Staufen, Alemanha), uma placa de agitacdo (AREX Digital, VELP Scientifica,
Monza, Itédlia). Utilizou-se m leitor de multiplacas para a leitura de absorvancia dos ensaios de capacidade
antioxidante (Synergy, HT, Biotek, EUA). Para os ensaios de estabilidade utilizou-se um medidor de pH
digital (XS Instruments, Capri, Itdlia), uma centrifuga (Centrifuge 5424, eppendorf, Hamburgo, Alemanha)

e um viscosimetro (ViscoStar plus, Fungilab, Nova lorque, EUA).

4.3 Obtencao e Tratamento das Grainhas de Uva

De modo a realizar a extracdo dos CBA da grainha, foi necessdrio efetuar a sua limpeza. Assim, as
grainhas foram sujeitas a 3 lavagens consecutivas com agua destilada, de modo a remover impurezas que
estivessem presentes na matéria-prima, tais como peles e cascas. De seguida, as grainhas foram liofilizadas
a -90 °C, a uma pressdo de 1,3 Pa, durante 3 dias. Posteriormente, a grainha liofilizada foi moida, com
auxilio de moedor de grdos de café e, seguidamente foi peneirada, com o objetivo de obter grdos de

dimensdo semelhantes, optando-se pelas particulas de tamanho intermédio (entre 18 e 50 mesh).

4.4 Obtencao do Extrato Fenélico e do Oleo de Grainha

A extracdo dos compostos fendlicos e do éleo de grainha foram realizadas através de uma ESL,
recorrendo ao método Soxhlet. Utilizou-se 25 mL etanol para 5 g de amostra, ou seja, uma razao solvente
amostra de 5:1 (V/m), para a extracdo do extrato fendlico. Na extracdo do 6leo, usou-se 50 mL de n-hexano
para 5 g de amostra, ou seja, uma razdo solvente amostra de 10:1 (V/m). Nas duas extra¢des, o solvente
foi colocado num baldo de fundo redondo de 100 mL, ao qual foram adicionados reguladores de ebulicdo,
e a amostra foi colocada no interior de um Soxhlet de 25 mL, dentro de um cartuxo de papel de filtro.
Procedeu-se a montagem do equipamento, colocando o Soxhlet entre o baldo de fundo redondo e o
condensador, em posicdo de refluxo. As extragdes com etanol e n-hexano foram realizadas a uma
temperatura de 80 °C e 70 °C, respetivamente, durante 105 minutos. Apds a extracdo, o solvente foi
removido do extrato recorrendo a um evaporador rotativo, cuja temperatura do banho utilizado foi de 45

°C e 35 °C, para o etanol e para o n-hexano, respetivamente. Antes da evaporacédo total dos solventes,
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transferiu-se o conteldo para frascos de ambar, previamente pesados. Finalizou-se a evaporagdo com uma
corrente de azoto e os frascos foram posteriormente pesados e armazenados. No Apéndice A encontra-se

o esquema da montagem.

4.5 Extracdo de Oleo Essencial da Casca de Limao

Iniciou-se o processo pela selecdo das cascas sem sinais de decomposicdo. Posteriormente,
procedeu-se a sua lavagem de modo a remover impurezas superficiais e melhorar o rendimento da
extracdo e a qualidade dos 6leos. A casca superficial do limdo foi obtida com o auxilio de um ralador. A
extracdo foi efetuada por hidrodestilacdo: colocou-se 100 g de casca de limdo, 200 mL de dgua destilada e
reguladores de ebulicdo, num baldo de fundo redondo de 1 L. A extracdo foi realizada a 100 °C. Ao fim de
60 minutos, verificou-se a formacdo de duas fases no destilado, sendo a fase superior correspondente ao
OE. Utilizando de uma micropipeta retirou-se a fase do éleo para ser armazenado num frasco escuro pré-

pesado. No Apéndice A encontra-se uma representacdo da montagem utilizada.

4.6 Capacidade Antioxidante

A capacidade antioxidante foi medida recorrendo a 2 métodos, o ensaio com 2,2-difenil-1-picril-

hidrazil (DPPH) e Capacidade Antioxidante Total (TAC).

4.6.1 DPPH

A metodologia DPPH foi realizada de acordo com o procedimento referenciado por Prietro (2012)
no protocolo “Prieto’s DPPH microplate assay”, com algumas modificacdes. Para a determinacdo da
capacidade antioxidante foi necessario preparar a microplaca de 96 pocos. No Apéndice B encontra-se um
esquema da microplaca utilizada. De notar que, nos poc¢os das amostras colocou-se 200 pl de amostra no
primeiro poco e nos restantes 100 pl de metanol e as diluicdes foram feitas a partir do primeiro poco com
100 pl. A adicdo do DPPH foi efetuada no final da preparacdo da placa, deixando-a a incubar durante 30
minutos. A leitura da absorvancia foi medidaa A =517 nm.
4.6.2 TAC

O teste TAC foi realizado de acordo com o procedimento apresentado no kit do produto: Total
Antioxidant Capacity Assay (TAC) da Sigma-Aldrich. Preparou-se da 6 mL de solucdo de trabalho de Cu?*,
colocando 120 plL de Reagente Cu?* e 5880 uL de diluente, misturando a solucdo com agitacido no vortéx.
Posteriormente, preparou-se a solucdo standard de Trolox, reconstituindo o Trolox com 20 uL de DMSO
(sulféxido de dimetilo) e 980 uL de dgua pura, agitando no vortéx. A determinacdo da capacidade
antioxidante foi feita utilizando uma microplaca de 96 pocos. A preparacdo dos padrdes para a reta de
calibracdo foi feita pela adicdo de 0, 4, 8, 12, 16 e 20 uL da solugdo Trolox nos pocos, em duplicado, aos
quais se acrescentou agua pura até perfazer os 100 pL. De seguida, as amostras diluidas (entre 1:65496 e

1:2183) foram colocadas em duplicado. Adicionou-se 100 pL da solucdo de Cu?* a todos 0s pocos.
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No Apéndice B encontra-se um esquema da microplaca utilizada. Por dltimo, a placa foi colocada

num local escuro, durante 90 min, e a absorvancia foi medidaa A =570 nm.

4.7 Producao do Creme de Rosto

Na Tabela 12 encontram-se apresentadas as concentracBes dos diferentes ingredientes
selecionados para a formulacdo do creme. As diferentes formulacdes foram denominadas de F1 a F7, de
acordo com as alteracOes efetuadas na formulacdo. A fase A (fase aquosa) - composta por agua ultrapura,
glicerina e goma xantana - e a fase B (fase oleosa) - constituida por dleo de coco, éleo de améndoas doces,
lecitina de soja e betaina - foram aquecidas até 70 — 75 °C e misturadas, separadamente. Seguidamente,
adicionou-se a fase B a fase A, mantendo-se a agitacdo e a temperatura e, de seguida procedeu-se a
homogeneizacdo da mistura, utilizando um homogeneizador de alta performance, Ultra Turrax, a uma
velocidade de 12000 rpm, durante 2 minutos. Posteriormente, a mistura foi arrefecida até uma
temperatura inferior a 40 °C e adicionou-se os estabilizadores de formulacdo nos ensaios F2 a F7. O ensaio
F1 foi utilizado como branco, pelo que ndo teve adicdo de ingredientes extra. A F2 adicionou-se
antioxidante comercial (BHT) para este creme ser usado como padrdo. A F3 e F4 adicionou-se extrato
fendlico de grainha de uva, com diferentes concentragdes, para avaliar se o aumento da concentragdo
provocava alteracdes. Aos cremes F5 e F6, para além do extrato fendlico, adicionou-se dleo de grainha e
6leo essencial de limdo, respetivamente, de modo avaliar a sua influéncia. Por ultimo, no creme F7
adicionou-se o extrato fendlico e os dois 6leos.

De realcar que as quantidades (%) usadas sdo semelhantes as reportadas na literatura e estdo de

acordo com a legislagdo, nomeadamente os estabilizadores de formulagdes.

Tabela 12. Formulagéo e composicéo dos diferentes cremes produzidos.
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7

Ingredientes Fungdo L.
gredi ung (% massica)
< Agua Purificada Veiculo 73,6 73,5 73,5 73,4 73,4 73,3 73,2
()
E Glicerina Humectante 7,6
Goma Xantana Espessante 0,6
Oleo de Coco Emoliente 7,6
@ Oleo de Améndoas Doces Emoliente 6,8
% Lecitina de Soja Emulsificante 3,0
[N
Betaina Emu|5|f|c§pte 08
Secundario
Extrato Fendlico de Antioxidante
- 0,1 0,2 0,1
3 Grainha de Uva Natural ’ ’ ’
g ‘§ BHT Antﬂox/idgnte ) 01 )
B © Sintético
S E Emoliente e
35 Oleo de Grainha de Uva o - 0,1 - 0,1
8 - Fragrancia
i . ) L Conservante e
Oleo Essencial de Limao . - 0,2
Fragrancia

Ajustificacdo da escolha dos ingredientes e o equipamento utilizado encontra-se no Apéndice C.1.
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4.8 Testes de Estabilidade

Apds a producdo das vérias formulacdes foi necessario avaliar a estabilidade das mesmas,
recorrendo a um conjunto de testes. De referir que todos os testes, com excecdo do teste da estabilidade

térmica, foram realizados a temperatura ambiente (20 — 25 °C).

4.8.1 Teste de pH

Para a determinacdo do pH das amostras em estudo, foi utilizado um medidor de pH digital,
medindo-se o valor diretamente, isto é, sem dissolver a amostra. Os testes de pH das diferentes amostras
foram realizados ao final de 1, 3, 7, 14 e 21 dias apds o armazenamento das mesmas (Navarro-Pérez et al.,

2021). No Apéndice C.2 encontra-se o equipamento utilizado.

4.8.2 Viscosidade
A viscosidade das amostras foi medida recorrendo a um viscosimetro. A viscosidade das diferentes
amostras foi medida ao final de 1, 3, 7, 14 e 21 dias apds a producdo das mesmas (Navarro-Pérez et al.,

2021). No Apéndice C.2 encontra-se o equipamento utilizado.

4.8.3 Compatibilidade com a Pele

O teste de compatibilidade com a pele foi realizado utilizando o teste do autocolante. Uma
pequena quantidade de creme foi colocada na parte interior do braco, previamente lavada, sobre a qual
foi colocado um penso répido. Ao longo de 24 horas, verificou-se se havia algum tipo de reacdo como

comichdo, irritacdo ou vermelhiddo (Navarro-Pérez et al., 2021).

4.8.4 Teste de Capacidade de Espalhamento

A determinacdo do espalhamento foi realizada de acordo com Chen et al., (2016) com algumas
adaptacdes. Colocou-se 0,15 g de amostra entre duas ldminas de vidro, de seguida, colocou-se,
cuidadosamente, um peso de 20,0 g no centro da lamina superior. Apds 1 minuto, o peso foi removido, e
o diametro da amostra espalhada foi medido. Este foi realizado ao final de 1, 3, 7, 14 e 21 dias apds a

producdo dos cremes.

4.8.5 Teste de Centrifugacdo

O teste de centrifugacdo foi realizado ao fim de 21 2 dias apds a producdo das formulacdes. Os
testes foram realizados a velocidade de 5000 rpm, durante 10 minutos, a 25 °C, utilizando 0,5 g grama de

amostra em cada tubo (Navarro-Pérez et al., 2021). No Apéndice C.2 encontra-se o equipamento utilizado.

4.8.6 Teste de Estabilidade Térmica

O teste de estabilidade térmica foi realizado recorrendo ao método Freeze-thaw cycles. As
amostras foram colocadas em frascos e foram sujeitas a 4 ciclos, cada um com duracgdo de 24 h, entre um
congelador (- 4 + 3 °C), temperatura ambiente (20 — 25 °C), uma estufa (40,0 + 0,5 °C) e temperatura
ambiente (20 — 25 °C) (Navarro-Pérez et al., 2021).
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4.9 Capacidade Antimicrobiana

Para comprovar a capacidade antimicrobiana do extrato fendlico, do éleo de grainha e do OE de
limdo, foram realizados testes de difusdo em disco, utilizando o meio de cultura PCA (Plate Count Agar).
Selecionou-se bactérias Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli. O método
foi realizado de acordo com Leal et al., (2018). As suspensdes foram feitas a partir de uma cultura pura, em
solucdo com NaCl a 0,9%, em que a turbidez foi ajustada até ao valor de 0,5 na escala de McFarland. Com
uma zaragatoa, as estirpes foram inoculadas sobre as placas. De seguida, colocou-se 1 disco de papel de
filtro estéril em cada quadrante da placa e um no centro. Definiu-se trés controlos, um controlo negativo -
agua destilada - e dois controlos positivos - 0 dcido ascérbico e dcido formico. Procedeu-se ao teste da agao
antimicrobiana colocando 7 uL de amostra, 7 pL de dgua destilada e 7 pL dos controlos positivos, nos
respetivos discos. As placas de PCA foram incubadas numa estufa a 37 °C durante 24 horas e, apds

incubacdo, foram avaliados os halos de inibicdo da atividade dos microrganismos.

4.10 Estabilidade Lipidica

A estabilidade lipidica foi avaliada pela medicdo do indice de Peréxidos (IP), utilizando o método
descrito por Shantha et al.,, (1994). Para preparar as solucGes de cloreto de ferro (ll), dissolveu-se 0,4 g de
cloreto de bario dihidratado em 50 mL de dgua. Esta solucdo foi adicionada lentamente a uma solucdo de
sulfato de ferro (I1) (0,5 g de FeS04.7H,0 em 50 mL de dgua), com agitacdo constante. Adicionou-se 0,2 mL
de acido cloridrico 10 N, levando a precipitacdo do sulfato de bario, que foi filtrado, obtendo-se assim a
solucdo de ferro (Il). Para a preparacdo da solucdo de tiocianato de amonio, dissolveu-se 30 g deste,
perfazendo-se o volume até 100 mL, com agua. Para avaliar o IP da amostra, colocou-se 0,1 g desta num
tubo descartavel e misturada com 9,8 mL de cloroférmio:metanol (7:3) utilizando um vortéx durante 2 a 4
segundos, adicionando 50 plL de cada uma das solucBes previamente preparadas. Apds 5 minutos de
incubacdo a temperatura ambiente, a absorvancia da amostra foi medida a A = 500 nm e comparada com

a absorvancia do branco (que contem todos os reagentes, menos a amostra).

4.11 Acondicionamento, destino e tratamento de residuos

Os residuos liquidos gerados consistiram, maioritariamente, em solu¢des organicas contendo
etanol, n-hexano, metanol e cloroférmio. Estes residuos foram recolhidos em recipientes fechados,
devidamente etiquetados, e foram armazenados longe da luz e de fontes de ignicdo para posterior

tratamento de residuos por parte do EcoFEUP (Sistema de Gestdo Ambiental da FEUP).
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5 Resultados e Discussao

5.1 Obtencédo do Extrato Fenélico e Oleo de Grainha

Os CF presentes na grainha de uva foram extraidos recorrendo a técnica de ESL utilizando um
extrator Soxhlet, sendo o solvente de extracdo o etanol puro. Realizaram-se ensaios preliminares de ESL
simples e EAU (Apéndice A.2), mas, o método que permitiu obter melhores rendimentos foi o ESL (Soxhlet).
Tal como supramencionado, os CF sdo relativamente polares e, como tal, os solventes alcodlicos sdo os
melhores para a sua extracdo. Elegeu-se o etanol como solvente pois é reconhecido como GRAS e também
por ter ponto de ebulicdo relativamente baixo, o que diminui os custos energéticos e facilita o processo de
eliminacdo do solvente da amostra. Apesar da literatura referir que solucdes de dgua e etanol permitem
alcancar rendimentos superiores, esta opc¢do nao foi selecionada, pois a eliminacdo da dgua presente na
amostra apds a extragdo, é um processo complexo e demorado. De acordo com Fontana et al., (2013), o
aumento da razdo volume de solvente e massa de amostra, promove o aumento do rendimento da
extracdo. Esta ndo deve ser demasiado elevada, de modo a facilitar a eliminacdo do solvente e os custos
associados. Assim, foram realizados ensaios em que a razdo foi alterada (7:1, 6:1 e 5:1). Optou-se pela razdo
de 5:1 (V/m) visto que permitiu alcangar rendimentos mais elevados com menor volume de solvente. A
temperatura da extracdo foi de 80 °C, pois temperaturas altas favorecem a extracdo e é um valor préximo
da temperatura de ebuli¢ao do etanol.

O éleo da grainha de uva foi extraido também pelo método de ESL, utilizando um extrator Soxhlet,
com n-hexano a 95 % como solvente de extracdo. Este solvente é dos mais usuais para a extragdo do dleo,
devido as suas caracteristicas apolares, a sua elevada estabilidade e temperatura de ebulicdo relativamente
baixa. De acordo com a literatura, o aumento da razdo solvente/amostra permite alcancar rendimentos
superiores, em que este pode variar entre 4:1 a 40:1 (V/m) (Baydar et al., 2007). Optou-se por utilizar uma
razdo de 10:1 (V/m), de modo a diminuir o consumo de solvente. Na Tabela 13 encontram-se os valores
dos rendimentos das extra¢des ESL com extrator Soxhlet, do extrato fendlico, com etanol, e do éleo, com

n-hexano. Os célculos efetuados encontram-se no Apéndice A, subcapitulos A.1 e A.2.

Tabela 13. Rendimento da extrag¢éio dos compostos fendlicos e dleo da grainha, usando extra¢do solido liquido (método Soxhlet),
para um tempo de extra¢Go de 105 minutos.

Extrato Fendlico Oleo de Grainha

Ensaio Massa Massa Rendimento Massa Massa Extrato (g) Rendimento
Grainha (g) Extrato (g) (%) Grainha (g) & (%)
1 5,00 0,85 16,99 5,00 5,53 x 10! 11,04
2 5,01 0,83 16,59 5,01 6,14 x 101 12,25
3 5,02 0,82 16,38 5,02 7,08 x 101 14,10
x+o 5014001 0,83 + 0,01 16,65+ 0,25 5014001 6,25x10*4+0,78 x 10" 12,46 + 1,54
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A percentagem de extracdo de CF foi de 16,65 % (valor médio). Segundo Drosou et. al., (2015), nas
mesmas condicBes operatdrias as utilizadas, mas com uma razdo solvente: amostra de 33:1 e com tempo
de extracdo entre 2 a 3 horas, o rendimento obtido variou entre os 11 e 0s 16 %. Por sua vez, Pinelo et al.,
(2005) e Campos et al., (2008), extrairam CF em condicGes idénticas as utilizadas, contudo o tempo de
extracdo foi superior (6 horas) e o solvente foi etanol a 96 %, alcancando rendimentos de extragdo de 15,1
e 13,2 %, respetivamente. De facto, o rendimento obtido foi superior aos valores da bibliografia. Uma
possivel explicacdo para esta distincdo dos resultados pode dever-se as pequenas diferencas no solvente
utilizado (etanol puro ou etanol a 96 %), o que resulta na extracdo de alguns CF ligeiramente mais apolares.
Com efeito, a maioria dos CF existentes na grainha de uva sdo pouco sollveis em agua, pois apresentam
coeficientes de particdo octanol-agua (koyw) superiores a 1. Como exemplo, a quercetina e o acido cafeico
apresentam koyw de 1,48 e 1,15, respetivamente, o que os torna mais sollveis em solventes alcodlicos do
gue em agua (NCBI, n.d.). A utilizacdo de tempos de extracdo mais elevados, no caso dos autores, podera
conduzir a degradacdo de alguns CF sensiveis a temperatura e provocar a diminuicdo no rendimento. A
variedade, a origem, o cultivo e a drea de crescimento das uvas utilizadas também interfere no rendimento
da extracdo. Burcova et al., (2019) estudaram o conteudo fendlico total presente no extrato fendlico obtido
através de ESL, com extrator Soxhlet utilizando etanol como solvente, com uma razdo de 50:1 e uma
duracdo de 6 horas. Os autores constataram que o extrato apresentava 113,7 g equivalentes de acido galico
(GAE)-kg de extrato™. O extrato obtido, pelos autores, foi analisado por HPLC e verificou-se que este era
constituido por &cido cumdrico (11,0 g-kg?), catequina (2,7 g-kg?), quercetina (1,4 g-kg?) e 4cido cafeico
(0,6 g'kg?). Assim, atendendo as condicdes semelhantes, a composicdo do extrato fendlico poderd ser
semelhante a encontrada na bibliografia.

Tal como referido anteriormente, para além da ESL com extrator Soxhlet, foram realizadas mais
extracGes utilizando métodos diferentes, de modo a verificar qual destes permitia alcancar rendimentos
superiores. Assim, efetuou-se trés extracdes sélido-liquido convencional e nove extracGes recorrendo a
metodologia EAU, utilizando trés tempos de extracdo diferentes (5, 10 e 15 minutos), todas nas mesmas
condic¢des anteriormente especificadas. No Apéndice A.2, encontram-se apresentados os resultados para
cada uma das técnicas utilizadas. Verificou-se que os rendimentos médios obtidos foram 11,79 %, 12,75 %,
13,31 % e 13,33 % para a ESL convencional, EAU 5 minutos, EAU 10 minutos e EAU 15 minutos,
respetivamente. Os valores obtidos foram ainda analisados pelo teste t de Student, onde se observou que
o valor-p foi inferior a 0,05 em todos 0s ensaios, o que contraria a hipdtese nula. Assim, é possivel afirmar
gue os valores obtidos sdo significativamente diferentes e que o método ESL utilizando extrator Soxhlet é
mais eficiente.

Para o 6leo de grainha, a média dos rendimentos obtidos foi de 12,46 %. De acordo com a
literatura, os rendimentos obtidos pelo método de ESL, utilizando um extrator Soxhlet, com n-hexano

encontram-se no intervalo de 9 a 16 %.
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De facto, Baydar et al., (2007) e Dimi¢ et al., (2020), alcancaram rendimentos de 12 a 16 % e 9 a 10
%, respetivamente. Analisando os resultados obtidos, verifica-se que o rendimento se encontra dentro dos
valores esperados. A variacdo entre os resultados pode estar relacionada com o tempo de extracao
utilizado, visto que o rendimento é superior para tempos de extracdo elevados (igual ou superior a 6 horas).
Com efeito, o aumento do tempo de extracdo aumenta o tempo de contacto entre a matriz da grainha e o
solvente, o que permite melhorar a extracdo e aumentar o rendimento. Contudo, pode existir a degradacao
de alguns compostos mais sensiveis a temperatura. Baydar et al., (2007) avaliaram o conteudo de éleo total
de 4 espécies de uva diferentes. Estes comprovaram que o principal constituinte nas 4 amostras era o
4cido linoleico (Cig2, A%?)- (63 — 71 %); procedido pelo &cido oleico (Cig.1, A°) - (16 — 22 %); 4cido palmitico
(Ci60) -(7 — 10 %); acido estedrico (Ciso) - (3 —5 %) e o acido linolénico (Cis3, A ***°) - em quantidades
muito baixas (< 1 %). Burcova et al., (2019) determinaram o conteldo total em tocoferdis do éleo de
grainha, obtendo um valor de 402,3 mgkg de extratol. Os autores verificaram que o constituinte
maioritario era o a-tocoferol (265,3 mg-kg?), seguido do y-tocoferol (79,1 mg-kg?), B- tocoferol (35,6
mg-kg?) e 8-tocoferol (22,3 mg-kg™).

Deste modo, é esperado que o 6leo de grainha obtido apresente composicdo semelhante a da
bibliografia, contudo, a espécie de uva utilizada, assim como as condicGes e area de cultivo podem provocar

diferengas na composi¢do quimica.

5.2 Obtencado do Oleo Essencial de Limao

A extracdo do OE a partir das cascas de limdo foi realizada pelo método de hidrodestilacdo, pois é
um método convencional, bastante utilizado devido a sua facil execucdo e reprodutibilidade; além disso, a
utilizacdo de dgua como solvente torna-o mais ecolégico — comparativamente aos solventes orgéanicos -,
mais barato e seguro. A selecdo dos parametros de extracdo foi concretizada com base no estudo de Sikdar
et al., (2017). O tempo de extracdo selecionado foi de 60 minutos e a temperatura de 100 °C. Os autores
concluiram que o aumento da razdo volume solvente e massa de amostra aumentava o rendimento da
extracdo, verificando que o rendimento maximo foi obtido para 100 gramas de cascas de limdo, por 200
mL de dgua. Assim optou-se por utilizar uma razdo 2:1 (V/m). A Tabela 14 apresenta o rendimento das

extracOes realizadas. Os cdlculos efetuados encontram-se no Apéndice A, subcapitulos A.1 e A.3.

Tabela 14. Rendimento da extragdo de dleos essenciais por hidrodestilagdo.

Ensaio Massa Casca de Limado (g) Massa Oleo (g) Rendimento (%)
1 100,47 0,81 0,81
2 100,30 0,62 0,63
3 100,20 0,83 0,83
Xto 100,25 £ 0,11 0,76 £ 0,09 0,76 £ 0,09
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O rendimento médio das extra¢des realizadas foi de 0,76 %. Segundo Sikdar et al., (2017), nas
mesmas condi¢cdes operatdrias, o rendimento obtido foi de 1,40 %. Golmakani et. al., (2016) alcancaram
um rendimento de 1,22 %, numa extracdo com condi¢bes operatdrias ligeiramente diferentes: o tempo de
extracgdo foi de 120 minutos e a temperatura de 100 °C, numa razdo de 9:1 (V/m). A principal justificacdo
para a diferenca dos resultados pode estar associada com a espécie e a origem do limdo utilizado, visto que
a composicdo da casca pode ser diferente, o que causa alteracGes na composicdo do éleo e a concentragdo
de OE presentes pode também ser inferior. A diferenca de rendimentos face a literatura poderia ser
explicada pelo facto do OE ter sido recolhido com auxilio de uma micropipeta, originando perdas. Para
diminuir as perdas nesta fase, procedeu-se um ensaio extra, onde a separacdo do dleo foi realizada através
de uma ampola de destilacdo de 50 mL. Porém, como o rendimento obtido nos dois ensaios foi igual, optou-
se pela utilizacdo da micropipeta.

A composicdo do dleo pode ser realizada através de técnicas como cromatografia gasosa. Sikdar et
al., (2017), estudaram a composicdo quimica do OE obtido a partir de limdes da espécie Citrus limon,
verificando que este era constituido maioritariamente por D-limoneno (94,13 %), seguido de B-mirceno
(3,79 %), a-pineno (1,24 %) e octanol (0,84 %). Uma vez que, o C. limon é o limdo mais comum a nivel
europeu, é esperado que a composicdo do OE obtido seja semelhante a apresentada pelos autores.
Todavia, esta pode variar pois a percentagem de ingredientes ativos presentes nos OE depende da zona
geografica em que o lim3o foi plantado e das caracteristicas ambientais, como a temperatura, altitude,

exposicdo solar, solo e da chuva (Lopresto et al., 2014).

5.3 Capacidade Antioxidante

A capacidade antioxidante do extrato fendlico e do 6leo de grainha de uva foi determinada através
de duas metodologias: o0 método DPPH e o método da capacidade antioxidante total (TAC). Esta ultima
técnica foi utilizada apenas para o extrato fendlico, devido a limitacGes nos reagentes disponiveis. Foi
necessario preparar solugdes com as amostras, visto que estas (principalmente o extrato fendlico)
apresentam coloragBes muito opacas, o que faz com que ndo seja possivel ler a absorvancia. Deste modo,
preparou-se uma solucdo de extrato fendlico com 500 mL de dgua, com 2 % de DMSO, e uma solugdo de
6leo de grainha com 50 mL de agua, com 2 % de DMSO. O tratamento dos dados encontra-se no Apéndice
B. A Tabela 15 apresenta os valores de capacidade antioxidante para o dleo e extrato fendlico pelos
métodos DPPH e TAC. Para o método DPPH foram utilizados dois valores de comparagdo com a literatura:
a percentagem de inibicdo e a concentragdo de amostra necessaria para diminuir em 50% a concentragao
inicial dos radicais DPPH (ICso). De notar que, quanto menor for o ICso, maior serd a percentagem de inibicdo

de DPPH e, consequentemente, a capacidade antioxidante também é maior.
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Tabela 15. Capacidade antioxidante do extrato fendlico e do dleo de grainha, pelos métodos DPPH e TAC.

Método Extrato Fendlico Oleo de Grainha
DPPH (% de Inibicdo de DPPH) 89,90 20,90
DPPH (ICso) (ugamostra-mLDppH’l) 65,14 437,28
TAC (umol de equivalentes de Trolox-mL™?) 57,52 -

Os resultados da Tabela 15 mostram que a capacidade antioxidante do extrato fendlico é bastante
superior a do dleo de grainha. Com efeito, os resultados estdo de acordo com o esperado, pois o extrato é
rico em compostos fendlicos (como as catequinas, as antocianinas, entre outros) fator potenciador da
capacidade antioxidante. No caso do éleo de grainha, a capacidade antioxidante deve-se a presenca de
tocoferdis e de tocotriendis (Kalli et al., 2018).

Gengaihi et al., (2014) avaliaram a capacidade antioxidante de extratos obtidos de diferentes
residuos da vinificacdo, utilizando diferentes solventes. Estes verificaram que o extrato obtido a partir da
grainha, utilizando etanol como solvente de extracdo, apresentava entre 90,23 % e 93,91 % de inibicdo de
DPPH, para duas das espécies estudadas. Também Ghafoor et al,, (2020) quantificaram a capacidade
antioxidante do extrato de grainha de uva de diferentes variedades presentes na Turquia. Os autores
constataram que a percentagem de inibicao de DPPH variava entre 0s 79,22 % e 90,24 %. Comparando os
resultados obtidos no ensaio laboratorial com os valores da literatura, conclui-se que o valor é semelhante
aos dos estudos citados. As ligeiras diferencas detetadas podem dever-se as condi¢cBes da extracdo,
nomeadamente a técnica selecionada, o solvente utilizado e a temperatura de extracdo, além das
condicdes de cultivo, a fase de maturacdo do fruto e pela origem e espécie da uva. No mesmo sentido,
Campos et al., (2008) quantificaram a capacidade antioxidante do extrato fendlico obtido a partir do bagaco
de uva atingindo um valor de ICso de 49,50 pgexirato-mLorer>. Este valor é inferior ao obtido na experiéncia o
que pode ser devido ao extrato ser proveniente do bagaco de uva, ao invés de ser apenas da grainha.
Adicionalmente, Doshi et al., (2015) quantificaram a capacidade antioxidante dos extratos fendlicos da
grainha de uva, extraidos com metanol 80 %, pelo método ABTS, obtendo 1870 pumoltroloxML soucso. POr
sua vez, Libera et al., (2020) obtiveram um valor de 514 umolrroiox ML so1ucio pelo método ABTS, para o
extrato fendlico de grainha de uva extraido com etanol 40 %. Os valores encontrados na literatura sdo
superiores ao valor obtido pelo método TAC. Esta discrepancia, para além de outros fatores ja
mencionados, pode dever-se ao facto de os autores utilizarem um método diferente, o método ABTS, que
determina a atividade antioxidante pela captura dos radicais ABTS*".

Fernandes et al., (2013) quantificaram a capacidade antioxidante do 6leo de grainha de 10 espécies
diferentes de uva, obtendo valores entre 38,70 % e 69,90 %. De facto, o valor obtido foi bastante inferior
aos alcancados pelos autores. Possivelmente, por estes utilizarem tempos de extracdo superiores (24
horas) e éter de petrdleo como solvente de extracdo, que pode ser mais eficiente na extracdo de tocoferdis

e tocotriendis do que o n-hexano, aumentando a capacidade antioxidante do dleo.
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Também Burcova et al., (2019), avaliaram a capacidade antioxidante do extrato de grainha de uva,
tendo obtido um valor de 528,0 Ugextrato'MLoppr L. O valor dos autores € ligeiramente superior ao obtido, o
gue significa que o extrato dos autores apresenta menor capacidade antioxidante do que o extrato obtido
no ensaio. A diferenca pode dever-se as uvas utilizadas serem de espécies diferentes.

Os resultados obtidos sugerem que o extrato fendlico e o dleo de grainha de uva apresentam
capacidade antioxidante (ainda que bastante menor no caso do dleo), o que os torna passiveis de serem

utilizados como agentes AO.

5.4 Capacidade Antimicrobiana

A capacidade antimicrobiana foi testada no extrato fendlico, no éleo de grainha e no OE de limao
sobre trés microrganismos: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis (bactérias do grupo Gram-
positivo) e Escherichia coli (bactéria do grupo Gram-negativo). A E.coli e a S. aureus foram selecionadas
para a realizacdo destes ensaios, pois sdo dos patogénicos mais utilizados para avaliar o efeito dos
conservantes presentes em cosméticos. Utilizou-se a S. epidermidis pois, apesar de ser considerado um
microrganismo relativamente indcuo, é geralmente aceite como um patogénico oportunista. Como
controlos positivos selecionou-se o acido ascérbico e o acido férmico. Foi utilizada uma solucdo de acido
ascorbico de 14 % e uma solucdo de dcido férmico de 0,2 % segundo os valores recomendados na literatura
(Telang et al., 2013; Johnson et al.,2016). Os resultados da capacidade antimicrobiana encontram-se na
Tabela 16. Cada amostra em estudo foi estudada em triplicado, sendo apresentado o valor médio dos 3

ensaios. No Apéndice D, sdo apresentados todos os valores obtidos.

Tabela 16. Média dos diametros dos halos de inibicdo do extrato fendlico, dleo de grainha, éleo essencial e controlos, apds 24h de
incubacdo.

dhalo (mm)
Microrganismo Ex'trato Oleo de OIep Acido Acido Agua
Fendlico de . Essencial de L .
. Grainha - Ascérbico Férmico Ultrapura
Grainha Limao

S. aureus 16,7 <5,0 55 8,7 <5,0 <5,0

S. epidermidis 19,3 <5,0 7,5 7,0 6,5 <5,0
E. coli <5,0 <5,0 <5,0 6,7 <5,0 <5,0

Nota: Os ensaios foram realizados em triplicado. A notagdo < 5,0 é referente aos ensaios onde ndo foi possivel medir o halo de inibi¢do (valor muito
pequeno).

Pela andlise da Tabela 16, constata-se que a dgua nao apresentou halos de inibicdo para nenhum
dos microrganismos. Isto deve-se ao facto desta solucdo ser utilizada como controlo negativo e, como tal,
ndo inibe o crescimento de nenhuma estirpe em questdo. E possivel verificar que o acido ascérbico
apresentou halos de inibicdo para todas as estirpes, como era esperado pois é usado como controlo
positivo e se trata de um conservante bastante utilizado na indUstria cosmética. No caso do acido férmico,

nao foi possivel medir os halos de inibicdo contra a S. aureus e E. coli.
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Relativamente ao extrato fendlico, os resultados obtidos foram os expectaveis. Estes sdo referentes
a uma solucdo de concentracdo de 300 mg-mL™. Verificou-se que o extrato apresenta atividade contra a S.
aureus e S. epidermidis e ndo contra a E. coli, o que era esperado. Os microrganismos Gram-negativos
apresentam uma dupla camada fosfolipidica, o que os torna menos suscetiveis a acdo do extrato (Silva et
al, 2018). A literatura revela que as grainhas sdo os constituintes da uva com maior capacidade
antimicrobiana, existindo uma relagdo de proporcionalidade direta entre o conteudo fendlico total e o
diametro dos halos de inibicdo, o que demonstra que estes sdo responsaveis por esta atividade bioldgica.
Xu et al., (2015) estudaram a capacidade antimicrobiana do extrato fendlico obtido a partir do bagaco de
uva. Os autores estudaram uma solucdo de concentracdo de 300 mg-mL?, verificando que o extrato
apresentava atividade antimicrobiana contra a S. aureus e ndo impedia o crescimento da E. coli. Silva et al.,
(2018) comprovaram que a presenca de CF no meio ndo afetava o crescimento das bactérias do grupo
Gram-negativo; além disso, apuraram que das bactérias Gram-positivas estudadas, as da espécie
Staphylococcus (como a S. aureus e S. epidermidis) eram as mais afetadas pela presenca de extrato no meio.

Para o 6leo de grainha de uva nao foi possivel medir o halo de inibi¢do. Este dado ndo significa que
o 6leo ndo apresentou atividade antimicrobiana, uma vez que pode ter havido formacdo de halo por baixo
do disco. Um estudo conduzido por Dabetic et al., (2020) provou que o 6leo de grainha extraido com
cloroférmio apresentava atividade antimicrobiana contra a S. aqureus. Os autores relacionaram a
capacidade antimicrobiana com o conteddo de acidos gordos, nomeadamente o &cido linoleico, o qual
pode ser o responsavel pela atividade no éleo. Também o conteldo em tocoferdis apresenta influéncia na
inibicdo do crescimento de microrganismos, em especial os Gram-positivo.

No caso do OE obtido a partir de cascas de limdo, este apresentou capacidade antimicrobiana
contra a S. aureus e S. epidermidis, porém o mesmo ndo aconteceu com a E. coli. Estes resultados
encontram-se dentro do esperado, pois o OE de limdo é constituido maioritariamente por D-limoneno e
este composto apresenta efeito antimicrobiano reduzido, contrariamente ao que acontece com o linolol e
o citral, constituintes minoritarios do OE (Fisher e Phillips, 2008). Era também previsto que o OE ndo
apresentasse atividade contra a E. coli. Com efeito, a literatura revela que os OE apresentam maior
capacidade antimicrobiana contra microrganismos Gram-positivo do que contra Gram-negativo. Uma
possibilidade para esta disparidade entre os microrganismos pode dever-se a presenca de uma membrana
dupla na estrutura nos Gram-negativo, que os protege da acdo do dleo. Hsouna et al., (2017) realizaram
um estudo sobre a capacidade antimicrobiana do OE limdo, onde demonstraram que este apresentava
capacidade antimicrobiana contra S. aureus, S. epidermidis e E. coli, com halos de inibicdo de 22, 16 e 15
mm, respetivamente. De facto, estes valores sdo superiores aos obtidos, o que pode estar associado a
diferenca na composicdo do OE; os autores verificaram que o principal constituinte do 6leo era o D -

limoneno (39,74 %), seguido B-pineno (25,44 %) e a-terpinol (7,30 %), entre outros compostos minoritarios.
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Efetivamente, tal como referido anteriormente, a percentagem de ingredientes ativos pode ndo ser igual

nos OE, encontrando-se dependente de varios fatores como a origem e condic¢des de cultivo do limao.

5.5 Producao do Creme Hidratante

Na literatura, encontram-se varias formulacdes de cremes de rosto. Neste estudo, apds 6 ensaios
iniciais, designados de formulacdes preliminares (FP) - onde se testou o tipo de agitacdo (magnética e
mecanica), o tipo de surfactante e a proporcao de ingredientes - produziu-se o que passamos a denominar
de formulagdo (F). A Tabela A.4.1 (ver Apéndice A.4) apresenta as formula¢des de cada ensaio preliminar
e o Apéndice C.1 a justificagdo relativa a selecdo de cada ingrediente utilizado.

Os dois primeiros ensaios, FP 1 e FP 2, consistiram na producdo de formulacdes experimentais com
betaina como surfactante (emulsificante), uma vez que a lecitina ndo estava ainda disponivel. Estes ensaios
permitiram obter informacdes sobre quantidades e condicGes experimentais a utilizar nos ensaios
posteriores com a lecitina, registando-se as seguintes conclusGes: necessidade de incluir o agente
espessante (goma xantana) e de aumentar a quantidade de emulsificante (betaina). Em FP 3, as
percentagens dos ingredientes usados tiveram por base o artigo de Zhou et al,, (2009), com algumas
modificacdes. O produto deste ensaio foi um creme de cor branca, com textura adequada e boa capacidade
de espalhamento. Na formulacdo FP 4, conforme previsto, a lecitina foi utilizada como emulsificante. Os
emolientes usados foram o 6leo de coco e o éleo de améndoas doces. A FP 4 foi o ensaio que registou
melhores resultados pois apresentava aparéncia e viscosidade tipica de creme, boa capacidade de
espalhamento e hidratacdo, com auséncia de granulos. Contudo, a mistura ndo era totalmente homogénea
verificando-se zonas sem formacdo de emulsdo. Assim, em FP 5 adicionou-se betaina como emulsificante
secundario, de modo a melhorar a emulsdo produzida. A adi¢do deste ingrediente, ainda que em pequena
guantidade, melhorou significativamente a homogeneidade do creme, tal como a cor que passou de
amarelo forte para amarelo claro. Por ultimo, produziu-se a FP 6 com a mesma composi¢cdo de FP 5,
alterando-se a agitacdo. Com efeito, em FP 5 utilizou-se agitacdo magnética, tal como nos anteriores, e
verificou-se que o resultado parecia homogéneo a olho nu. Analisada a amostra em microscopio,
constatou-se que esta ndo era homogénea. Assim, no ensaio FP 6 foi utilizado um homogeneizador de alta
performance, Ultra Turrax, para a emulsificacdo da solucdo. A utilizacdo deste equipamento permitiu obter
um creme muito mais cremoso e de cor mais apelativa (bege claro), confirmando-se a homogeneidade
inclusive na andlise microscdpica (confrontar Tabela A.4.1, Apéndice A).

Uma vez determinada a melhor formulagdo e as condi¢Bes ideais para a producdo do creme
desenvolveram-se 7 formulac¢des, tal como descrito no Capitulo 4.7. No creme F2 adicionou-se o AO
sintéticos (BHT) numa percentagem de 0,1 %. Este ingrediente foi escolhido, uma vez que era necessario
elaborar um ensaio com AO sintéticos, para comparagdo com o creme com extrato fendlico; além disso,

este é dos AO sintéticos mais utilizados na indUstria cosmética, sendo aprovado pela FDA (Andersen,2002).
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Definida a percentagem de BHT, decidiu-se fazer dois ensaios com o extrato fendlico: um utilizando a
mesma percentagem que o AO sintético — 0,1 % — (F3) e outro utilizando o dobro — 0,2 % — (F4), pois o
extrato para além dos compostos AO é rico noutros CBA e, como tal, pode ser utilizado em quantidades
superiores. Em F5 adicionou-se extrato fendlico (0,1 %) e éleo de grainha. Como este Ultimo, também
apresenta capacidade antioxidante optou-se por utilizar na mesma percentagem que o BHT (0,1 %). Em F6,
adicionou-se 0,2 % de OE de limdo e 0,1 % de extrato fendlico. Selecionou-se esta percentagem, visto que
os 6leos essenciais em quantidades elevadas podem provocar irritacdo na pele; adicionalmente, estes
compostos encontram-se, geralmente, entre 0s 0,11 % e os 0,38 %, optando-se por um valor intermédio
de 0,2 % (IFRA,2020). Por ultimo, na formulacdo F7, acrescentou-se o extrato fendlico e o dleo de grainha
- 0,1 % de cada - e 0 OE de limdo — 0,2 %. Na Figura 8, encontram-se apresentadas todas as formula¢des
desenvolvidas, a designacdo UT foi a nomenclatura utilizada para descrever os ensaios realizados com o

Ultra-Turaxx.

Figura 8. Formulagbes desenvolvidas ao longo do projeto, F1 a F7, da esquerda para a direita.

5.6 Ensaios de Estabilidade

Apds a producdo dos cremes (F1 a F7) procedeu-se a avaliagdo da sua estabilidade. Assim, estes
foram sujeitos a diversos tipos de testes, ao longo de 21 dias. No Apéndice C.2 encontram-se os
equipamentos utilizados para a realizacdo dos ensaios, assim como os valores dos ensaios de pH,
viscosidade e capacidade de espalhamento, ao longo do periodo de andlise.

No caso das propriedades organoléticas, cor e cheiro, verificou-se que estas mantiveram-se
praticamente inalteradas ao longo do periodo de estudo. Todas as formulacGes apresentaram uma
coloragdo bege, em que F1 e F2 mostravam uma tonalidade mais amarelada que as restantes (tons mais
claros). Quanto ao cheiro, os cremes F1 e F2 eram inodoros, os cremes F3 a F5 apresentavam aroma suave
de uva e, por ultimo, os cremes F6 e F7 exibiam um perfume bastante agradavel, devido a adi¢do do OE de
limdo. Apenas o creme F1 evidenciou uma ligeira alteracdo de aroma, de cheiro ligeiramente desagradavel,
possivelmente devido a oxidacdo de alguns dos ingredientes da formulacdo. Nos restantes cremes, esta
variacdo ndo foi detetada pois ja possuiam AO. Relativamente a aparéncia, todos os cremes mostraram ser

homogéneos e ndo foram detetados granulos no periodo de analise.

Resultados e Discussdo 37



Valorizagdo de Compostos Bioativos Provenientes de Fontes Naturais para Aplicagdo em Cosmética

Com objetivo de avaliar a estabilidade dos cremes, realizaram-se testes de estabilidade acelerados.
Na Figura 9 encontram-se os resultados obtidos apds o teste da centrifugacdo e do ensaio de estabilidade
térmica. No fim do teste da centrifugacdo, constatou-se que nenhum dos ensaios apresentou separacdo
de fase demonstrando uma boa estabilidade das emulsdes. O ensaio de estabilidade térmica permitiu
concluir que ndo houve altera¢des na emulsdo, com exce¢do da formulacdo F3 onde houve uma ligeira
separacdo, possivelmente devido a emulsdo ndo estar totalmente estavel. Os cremes foram ainda sujeitos
a um teste de capacidade antimicrobiana, seguindo um procedimento semelhante ao efetuado para
estudar o extrato fendlico, o éleo de grainha e o OE de limdo. Pela Figura 9 é possivel observar que apenas
as formulagBes F5 e F6 conseguiram inibir o crescimento dos microrganismos estudados. De facto, as
formulagdes produzidas sdo constituidas maioritariamente por dgua, o que as torna mais suscetiveis ao
crescimento de microrganismos. Para evitar esta situacdo, deveria ser realizada uma nova formulacdo, com
maior quantidade de conservantes, nomeadamente o acido ascérbico, para inibir o crescimento dos

microrganismos.

A v
Figura 9. Resultados obtidos para os diferentes ensaios de estabilidade realizados. A — Teste de centrifugacdo; B — Teste d
estabilidade térmica; C — Teste antimicrobiano.

Relativamente as restantes propriedades fisico-quimicas, como pH, viscosidade e espalhamento, na
Figura 10 encontram-se as variacGes destas propriedades ao longo de 21 dias. Pela analise desta, verifica-
se que houve pequenas oscilacGes relativamente a viscosidade e a capacidade de espalhamento; no
entanto, estas ndo foram muito consideraveis. O valor de pH, diminuiu ligeiramente ao longo do periodo
estudado, porém os valores encontram-se dentro da gama desejavel, entre os 4,5 — 6,0.

Finalmente, estudou-se a compatibilidade do creme com a pele, de modo a verificar se o produto
desenvolvido ndo provocava nenhum tipo de reacdo alérgica, tal como, irritacSes, vermelhidGes,
comichdes ou inflamagdes. Inicialmente, o teste foi realizado com 5 pessoas ndo tendo sido verificado
nenhum tipo de reacdo. Posteriormente, no sentido de estudar uma amostra mais significativa, realizou-se
um inquérito/teste a 44 pessoas. 95,5 % dos inquiridos afirmou ndo apresentar qualquer tipo de reagdo
adversa 24 horas ap6s a utilizacdo do creme. Assim, é possivel afirmar que o creme de rosto produzido é

compativel com a pele. Este e outros resultados do inquérito encontram-se no Apéndice E.
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Figura 10. Resultados obtidos para os diferentes ensaios de estabilidade. A — Teste de pH, B - Teste da viscosidade, C - Teste da
capacidade de espalhamento.

5.7 Oxidacao Lipidica

Os cremes de rosto produzidos contém éleos que sdo suscetiveis a oxidacdo lipidica. De facto, a
bibliografia revela que o fendmeno de oxidacdo lipidica ocorre frequentemente em formulacdes de
produtos de cosmética contendo lipidos insaturados, o que afeta a qualidade do produto final. A oxidacdo
lipidica leva ao desenvolvimento de odores desagradaveis, alteragdes na cor e afeta a qualidade do produto
final. Consequentemente, o tempo de prateleira e a propria performance do produto, encontram-se
dependentes da estabilidade oxidativa dos lipidos presentes na formulacdo. Devido a complexidade das
analises ndo existe um método especifico descrito na literatura para avaliar o grau de oxidacdo nos cremes.
Contudo, um dos indicadores mais comuns aplicado na indUstria cosmética consiste na determinacdo do
indice de perdxidos (IP), relativo a quantificacdo de hidroperdxidos (produtos de oxidacdo primaria)
(Thomsen et al. 2018). Assim, a avaliacdo da extensdo da oxidacdo lipidica foi efetuada pela determinacdo
do IP, cujos resultados se encontram na Tabela 17. No Apéndice C.3, encontra-se a equacao utilizada para

determinar o IP.

Tabela 17. Valores da absorvéncia e indice de perdxidos (IP), em miliequivalentes (meq) de O, por quilograma de amostra, para as
formulagées avaliadas.

Creme (formulagdo) F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7
Absorvancia 0,624 0,595 0,598 0,588 0,427 0,605 0,438

indice de Peréxidos (meq de
02-kgamostra-1)

Nota: A absorvancia das amostras foi medida A =500 nm.

0,840 0,732 0,744 0,706 0,108 0,770 0,149
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E possivel verificar que o creme F1 é o que apresenta um valor IP superior. Assim, é possivel concluir
gue este apresentou maior oxidacao lipidica face aos restantes, pois quanto maior o IP, maior é a extensado
da oxidacdo do produto (Thomsen et al. 2018). Este resultado era esperado, visto que neste creme néo foi
adicionado nenhum agente AO, tornando a oxidacgao lipidica mais extensa. Assim, tal como era previsto, o
creme F2 apresenta um IP inferior pois contém BHT (AO sintético) que, enquanto agente AO, evita e atrasa
a oxidacdo dos lipidos, protegendo o creme da deterioragdo. A presenca de AO na formulagdo faz com que
estes reajam com os radicais livres, diminuindo a oxidacdo do produto. Por outro lado, o creme F3, ao qual
foi adicionado extrato fendlico, a extensdo da oxidacdo foi superior a do creme F2, o que pode evidenciar
uma menor capacidade AO do extrato face ao BHT. Porém, quando a concentracdo do extrato aumentou
para o dobro — 0,2 % — (F4), o valor do IP diminuiu, face a F2 — com 0,1 % de BHT —, o que indica que o
aumento da concentracdo permitiu diminuir a extensdo da oxidacdo dos compostos da formulacdo. O
menor valor de IP foi obtido no ensaio F5, que contem extrato fendlico e éleo de grainha, o que demonstra
que estes apresentam efeito antioxidante, prevenindo a oxidacdo da formulacdo. O creme F6 apresenta
um valor ligeiramente mais elevado do que os restantes (com excec¢do de F1), o que pode ser justificado
pela adicdo do OE. O ensaio F7 apresentou um valor de IP baixo, o que era esperado devido a combinacgdo
entre o extrato fendlico, o dleo e o OE. De acordo com a literatura, ainda que ndo existam muitos dados,
os resultados obtidos revelam que a extensdo da oxidacdo lipidica foi reduzida. Todavia, o facto do IP ser
baixo ndo significa que ndo tenha ocorrido oxidagao. Um IP baixo pode estar relacionado com a conversao
rdpida dos hidroperdxidos em produtos secundarios, que consistem principalmente em aldeidos, como o
malondialdeido (MDA). Consequentemente, para a obter informac6es mais fidveis e completas do grau de
oxidacdo lipidica nos cremes, a determinacdo do IP deveria ser combinada com um método de analise de
produtos de oxidacdo secundaria. O teste do acido tiobarbiturico (TBA) é o método mais comum para a
guantificacdo do MDA, consistindo na medicdo espetrofotométrica do complexo cor de rosa formado pela
reacdo de TBA com MDA (Thomsen et al. 2018).

Numa fase posterior do projeto, comparou-se a capacidade antioxidante do extrato fendlico obtido
da grainha e do AO sintético, BHT. Para tal, recorreu-se ao método DPPH para quantificar a capacidade
antioxidante. Assim, preparou-se duas solucdes de 3,05 mg-mL?, uma de BHT e outra de extrato fendlico.
Nao foi possivel utilizar solucdes com a mesma concentracdo molar, pois a composicdo exata do extrato
fendlico ndo é conhecida e consequentemente a massa molar dos respetivos componentes. No Apéndice
B encontram-se os valores obtidos para o ensaio. Na Tabela 18, encontram-se apresentados os valores da

percentagem de inibicdo de DPPH e de ICsg, para o extrato fendlico e para o BHT.
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Tabela 18. Capacidade antioxidante do extrato fendlico obtido e do sintético (BHT), pelo método DPPH.

Extrato Fendlico BHT
DPPH (% de Inibicdo de DPPH) 90,03 95,69
DPPH (ICso) (Hgamostra‘m LDPPHil) 61,50 33,90

Nota: ICso é definido como sendo a concentragdo de amostra necessaria para diminuir em 50% a concentragdo inicial dos radicais DPPH.

Através da andlise da Tabela 18, verifica-se que o BHT apresenta uma percentagem de inibicdo de
DPPH ligeiramente maior do que o extrato fendlico. Além disso, a concentracdo de BHT necesséria para
inibir 50 % do DPPH é inferior, o que era esperado pois quanto maior a percentagem de inibicdo, menor
serd a concentracdo necessaria para inibir 50 % de DPPH. Burcova et al., (2019) quantificaram e
compararam a capacidade antioxidante do extrato de grainha, também utilizando etanol como solvente de
extracdo, com a do BHT. Os autores verificaram que o ICsp do extrato obtido era de 29,50 pgextrato-mLoper?, €
gue este valor era inferior ao do BHT, 39,15 pgexratomlorerl, 0 que demonstra que o extrato fendlico
apresenta capacidade antioxidante superior ao BHT. De facto, era esperado que o extrato fendlico
apresentasse capacidade antioxidante elevada, pois é constituido por CF. A capacidade antioxidante nestes
compostos é explicada pela presenca de grupos hidroxilo, aumentando com o aumento no grau de
hidroxilacdo (Teixeira et al., 2014; Nunes et al. 2017). A principal razdo para esta ligeira disparidade pode
dever-se a diferenca da quantidade (nUmero de moles) nas duas solu¢des, uma vez que 0s compostos nas
amostras em estudo podem apresentar compostos diferentes, com massas molares distintas e com menor
capacidade antioxidante. Tendo em consideracdo as massas molares dos CF e do BHT, é possivel que a
massa molar dos compostos do extrato seja superior a do BHT e, consequentemente, o nimero de moles
equivalentes a mesma massa de amostra, sera menor, o que pode diminuir a capacidade antioxidante. A
Figura 11 apresenta a estrutura quimica e a massa molar dos compostos fenélicos apresentados no extrato
de Burcova et al., (2019) e do BHT. Ou seja, para se fazer a comparacdo entre o extrato fendlico deste
estudo com o da literatura seria necessario também quantificar os principais CF obtidos, o que poderia ser

obtido por HPLC.

ot e gl DDA

Acido Cumdrico Catequina Quercetina Acido Cafeico

164,05 g-mol ! 290,26 g-mol ! 302,24 g-mol ! 180,16 g-mol ! 220,35 g-mol !

Figura 11. Estruturas quimicas de alguns compostos fendlicos incluindo o BHT, e respetivas massas molares.

Mesmo assim, tendo por base os resultados obtidos, é possivel concluir que o extrato fendlico é
rico em CBA, que contribuem para as suas propriedades AO. De facto, o extrato obtido apresenta
capacidade antioxidante elevada (50 pgamostraMLoppH > < 1Cso < 100 pgamostraMLoppr?), 0 que demonstra a
possibilidade dos residuos da vinificacdo, nomeadamente a grainha, poderem ser valorizados através da

sua utilizacdo como agente AO de origem de origem natural (Fitrasyah, 2021).
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5.8 Avaliacdo do Produto Final

Por ultimo, produziu-se um creme de rosto, valorizado pela adicdo do extrato e éleo de grainha,
tal como pela adigdo do éleo essencial de limdo, idéntico ao ensaio F7. No sentido de avaliar o produto,
realizou-se um inquérito a um painel de 44 pessoas, no qual foram questionados sobre diversos parametros
relativos ao creme produzido, tais como, cor, textura, capacidade de espalhamento, oleosidade,
homogeneidade e capacidade de hidratacdo. No Apéndice E encontram-se apresentadas as perguntas e as
respostas ao inquérito.

De facto, a maioria dos consumidores considerou a cor do creme de rosto apelativa, sendo que
27,3 % dos inquiridos classificaram a tonalidade do creme como relativamente apelativa. No que respeita
a textura do creme do rosto, esta foi avaliada como muito agraddvel pela maioria da amostra.

O creme foi avaliado como sendo facil de espalhar, pela generalidade da amostra. Relativamente a
oleosidade da formulacao, o estudo revelou que a maioria da populagdo no estudo considerou que o creme
era pouco oleoso, o que se justifica pelo seu elevado contetido em dgua (emulsdo O/A).

O creme foi classificado como homogéneo por 36,4 % da populagdo estudada, e como muito
homogéneo por 63,6 %. Por ultimo, relativamente a capacidade de hidratacdo do creme, a maioria dos
inquiridos avaliaram-no com boa capacidade hidratante.

No que respeita a possibilidade de reacGes alérgicas, verificou-se que apds um periodo de 24 horas,
4,0 % do painel apresentou este tipo de reacdes. Uma das possibilidades associadas a estes efeitos pode
estar relacionada com a adicdo do OE de limdo, uma vez que estes 6leos podem por vezes provocar
irritacOes e alergias, especialmente em peles mais sensiveis.

Foi realizada também uma pergunta para compreender se a amostra estudada se encontrava
disposta a adquirir o creme de rosto em estudo, onde 89,0 % da populacdo respondeu afirmativamente.

Finalmente, foi efetuada uma pergunta relativa a sugest8es de melhoria do creme de rosto. Apds
a sua analise, verificou-se que a maioria das pessoas sugeriu alterar o cheiro, nomeadamente a nivel da sua
intensidade. Com efeito, uma fracdo dos inquiridos considerou que o aroma era intenso para um creme de
rosto, preferindo um creme com cheiro mais suave ou mesmo sem adicdo de fragrancia. Porém, alguns dos
inquiridos sugeriram aumentar a quantidade de fragrancia, tentando aumentar o aroma citrico. A alteracdo
da cor do creme também foi um dos parametros referidos, sendo sugerida a produgdo de um creme de cor
branca. A Ultima sugestdo foi relativa a viscosidade do creme, uma vez que os consumidores preferem, de
forma geral, cremes mais espessos.

Em suma, apods a realizagdo do inquérito, verifica-se que a populacdo estudada gostou do creme
de rosto produzido, estando disposta a adquiri-lo. Como trabalho futuro deverd ser produzida um novo
creme, com uma formulagdo semelhante, mas que tenha em consideracdo as opinides/sugestdes dos

inquiridos.
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6 Conclusoes

Com o trabalho realizado na presente dissertacdo pretendeu-se estudar a possibilidade de
valorizacdo de subprodutos agricolas - a grainha de uva e as cascas de limdo - e a sua incorporacdo em
cosmética, num creme de rosto. Realizou-se a extracdo dos compostos fendlicos da grainha de uva,
recorrendo ao método de extracdo solido-liquido usando extrator Soxhlet, com etanol puro, e obteve-se
um rendimento de 16,65 %. Este valor é superior ao obtido por outras técnicas de extracdo ensaiadas: a
extracdo solido-liquido convencional e a extracdo assistida por ultrassons. Executou-se ainda a extracdo
solido-liquido do éleo da grainha com extrator Soxhlet com n-hexano, e obteve-se um rendimento de 12,46
%. Ainda que a determinacdo da composicdo ndo tenha sido realizada, prevé-se, com base na literatura,
gue estes sejam ricos em, respetivamente, flavonoides (catequina e quercetina), acidos hidroxicinamicos e
hidroxibenzdicos; e acidos gordos como o acido linoleico e oleico, e em antioxidantes, nomeadamente, em
tocoferdis. Na extracdo de dleos essenciais por hidrodestilagdo, obteve-se um rendimento de 0,76 %. Mais
uma vez, a determinacdo da composicdo do éleo ndo foi determinada, contudo prevé-se que este seja rico
em D-limoneno.

Os resultados da capacidade antioxidante do extrato fendlico foram de 57,52 umolrroiox ML soluczo
pelo método TAC e 89,90 % de inibicdo de DPPH e ICso de 65,14 pgextrato-MLoprr ! pelo método DPPH, o que
revela que o extrato apresenta capacidade antioxidante elevada. Relativamente ao 6leo de grainha, os
resultados foram de 20,90 % de inibicdo de DPPH e ICso de 437,28 pgsieo'mMLoppy L. Tal como era esperado, o
extrato fendlico apresentou maior capacidade antioxidante. Porém, a adicdo do 6leo nos cremes é
importante pois possui ingredientes com func¢des de emolientes muito relevantes. Assim, verificou-se que
o extrato e dleo obtidos apresentam capacidade antioxidante, o que torna possivel a sua incorporacao
como agentes antioxidantes. A nivel da capacidade antimicrobiana, verificou-se que tanto o extrato
fendlico como o dleo essencial de limdo inibiam o crescimento de S. aureus e S. epidermidis, porém ndo foi
detetado qualquer efeito contra a E. coli.

Adicionalmente, foi possivel obter cremes de rosto com texturas semelhantes as existentes no
mercado, com cor e aroma apelativo e com valor de pH entre 5 — 6, gama tipica para cremes. Por ultimo,
com vista a valorizar o creme obtido, incorporou-se o extrato fendlico e 6leo de grainha, de modo a atribuir
capacidade antioxidante ao creme, assim como, o Oleo essencial de casca de limdo, de forma a
proporcionar um aroma citrico. Contudo, o creme ndo apresentou capacidade antimicrobiana,
demonstrando a necessidade de produzir uma nova formulacdo com maior concentracdo de conservantes.
O creme produzido teve uma aceitacdo muito favoravel pelos inquiridos do questionario realizado.

Avaliou-se ainda a extensdo da oxidacdo lipidica dos cremes produzidos verificando-se que os
cremes aos quais foram adicionados os extratos, apresentaram menor extensdo de oxidacdo face ao creme

sem aditivos.

Conclusdes 43



Valorizagdo de Compostos Bioativos Provenientes de Fontes Naturais para Aplicagdo em Cosmética

Por fim, uma comparacdo entre a capacidade antioxidante, com a mesma quantidade de extrato
fendlico obtido e o sintético (BHT), mostrou que estes apresentavam, respetivamente 90,03 % e 95,69 %
de inibicdo de BHT. Este facto demonstra que, o extrato apresenta menor capacidade antioxidante, o que
pode ser devido a utilizacdo de concentracBes molares dos seus constituintes, ou seja, depende do tipo de
compostos existentes no extrato e das massas molares respetivas. Ainda assim, o extrato fendlico
apresentou capacidade antioxidante elevada, o que demonstra que a grainha de uva, resultante da
producdo vinicola, pode ser valorizada, pois permite obter antioxidantes de origem natural.

Concluindo, foi possivel produzir um creme facial de valor acrescentado, pela incorporacdo de
extratos e dleos de subprodutos agricolas, permitindo assim aliar a valorizacdo destes residuos com a

criacdo de um produto, maioritariamente natural, criando um produto sustentavel.
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7 Avaliacao do trabalho realizado

7.1 Objetivos Realizados

O trabalho desenvolvido ao longo desta dissertacdo cumpriu todos os objetivos inicialmente
propostos. Foi possivel o desenvolvimento de um creme de rosto feito a base de ingredientes naturais, de
valor acrescentado. Valorizou-se subprodutos agricolas, como a grainha de uva e as cascas de limao,
através da extracdo de compostos bioativos, utilizando diversas técnicas de extracdo. Por ultimo,
comprovou-se a capacidade antioxidante do extrato fendlico obtido a partir da grainha de uva, verificando-

se que existe possibilidade deste substituir antioxidantes sintéticos.

7.2 Trabalho Futuro

Como trabalho futuro, sugere-se a otimizacao do processo de ESL dos CF da grainha de uva, através
do estudo de diversos parametros que influenciam o rendimento da extracdo. Alguns dos parametros a
serem avaliados sdo o tempo de extracdo, o tamanho das particulas e o tipo de solvente de extracdo,
nomeadamente estudar o efeito de misturas de etanol:dgua na extracdo.

Por outro lado, seria interessante analisar o éleo essencial de limdo, o dleo de grainha e o extrato
obtido através de técnicas de cromatografia, como cromatografia gasosa (GC/FID) para o 6leo essencial e
a cromatografia liquida de alta performance (HPLC/DAD) para o 6leo e extrato de grainha. Para o extrato,
os padrdes a utilizar devem ser os principais CF presentes no extrato, acido caféico, catequina, quercetina,
epicatequina e procianidina. Para a andlise da atividade antioxidante, recomenda-se a utilizacdo de mais
métodos, como o método ABTS e ORAC. Seria também importante realizar a microencapsulacdo do extrato
fendlico, pois as suas caracteristicas antioxidantes, que o tornam atrativo para a indUstria cosmética,
também sdo as suas limitacdes, pois tém tendéncia a ser facilmente degradados e oxidados. Assim, a
utilizacdo desta técnica permitiria aumentar a sua estabilidade e protegé-lo, permitindo também uma
libertacdo controlada dos compostos bioativos. Por fim, recomenda-se a realizacdo de mais estudos de
estabilidade dos cremes de rosto produzidos, nomeadamente a nivel da oxidagao lipidica, como o teste do

malondialdeido, estabilidade face a luz e testes de hidratacdo e compatibilidade com a pele.

7.3 Apreciacao Final

O desenvolvimento deste projeto, possibilitou-me a aprendizagem de diversas técnicas laboratoriais
e o desenvolvimento de competéncias e metodologia de trabalho a nivel laboratorial. Além disso,
proporcionou-me a oportunidade de aprender mais sobre uma area que sempre gostei e tive interesse, a
area da cosmética, assim como me deu a oportunidade de desenvolver um produto novo, partindo do
“zero”. Por ultimo, o estudo realizado deu-me a conhecer a possibilidade de valorizar subprodutos
agricolas, através da extracdo de compostos bioativos, permitindo ndo sé diminuir o seu desperdicio, mas

também criar produtos mais sustentaveis.
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Apéndice A - Procedimentos Experimentais

A.1 Analise Estatistica

Os dados estatisticos foram avaliados através do calculo da média aritmética consiste, que se
baseia, no somatdrio dos valores obtidos a dividir pelo nimero de ensaios (n = 3), de acordo com a Equacgéo
A.1.1. Foi também calculado o desvio-padrdo associado a estes valores médios, este é uma medida de

dispersdo em torno da média populacional de uma varidvel aleatdria, e foi calculado pela Equacdo A.1.2.

. (Valor); (A.1.1)
n

X =

*,(Valor); — x (A.1.2)

n—1

A fim de validar os resultados finais, estes foram submetidos a uma andlise estatistica, através da
realizacdo de um teste t de Student, com um nivel de confianca de 95%, recorrendo a func¢do
TESTE.T(matriz1; matriz2; caudas; tipo), ferramenta do Microsoft Excel. E importante notar que, quando
sdo comparados valores que ndo variaram entre si ou que ndo se encontram dentro dos limites de detecdo,
o teste t de Student ndo devolve qualquer valor de p e que a hipétese nula enunciada foi: “A diferencga das
meédias é igual a 0”. Assim, para valores de p inferiores a 0,05 tem-se que as amostras analisadas sdo

significativamente diferentes.

A.2 Extracdao dos Compostos Bioativos da Grainha de Uva

Calculo da Percentagem de Residuo Seco

A determinacdo da percentagem de residuo seco foi realizada a partir da razdo entre a massa de
grainha seca, isto €, ap0ds a liofilizacdo, e a massa antes do processo de liofilizacdo (grainha fresca), como

apresentado na Equacdo A.2.1.

mgrainha seca

% Residuo Seco = ——————x 100

mgrainha fresca

(A.2.1)

Assim, visto que a massa de grainha fresca foi de 318,92 g e a massa de grainha seca foi de 176,08

g, a percentagem de residuo seco foi igual a 55,21 %.
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Rendimento da Extracdo do Extrato Fendlico e do Oleo de Grainha de Uva

Na Figura A.2.1. é apresentada a montagem do equipamento utilizado para a extracdo, utilizando

o método Soxhlet.

Figura A 2.1. Montagem da extragdo solido-liquido pelo método Soxhlet, para a obtengdo do extrato fendlico e do dleo grainha de
uva. A principal diferen¢a foi o solvente usado.

O célculo do rendimento da extracdo foi feito através da razdo entre a massa de extrato obtida

(Mextrato) € @ Massa de amostra de grainha liofilizada (Mgrainha), cOMo é apresentado na Equagdo A.2.2.

Mextrato

% Rendimento de Extragio = x 100 (A.2.2)

mgrainha

Para além do método do Soxhlet, a extracdo do extrato fendlico, a partir da grainha de uva com
etanol, foi realizada também pelo método de ESL convencional e pelo método de extracdo assistida por
ultrassons. De notar que se realizou a ESL convencional, nas mesmas condicGes da extracdo pelo método
Soxhlet; as EAU, foram também realizadas nas mesmas condicGes, alterando apenas os tempos de extracdo
gue foram menores (5, 10 e 15 minutos). Na Tabela A.2.1. sdo apresentadas as massas e os rendimentos
obtidos para os dois tipos de extracdo, assim como os valores p obtidos a partir do teste estatistico t de
Student. Uma vez que os rendimentos foram inferiores aos obtidos pelo método Soxhlet, optou-se por este

Ultimo para realizar a extracdo do extrato fendlico da grainha de uva.
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Tabela A 2.1. Rendimentos obtidos para a extragdo sélido-liquido convencional e extracdo assistida por ultrassons, para diferentes

tempos.
. N . . Massa Grainha Massa Extrato Rendimento
Tipo de Extragdo (min) Ensaio 0
(8) (8) (%)
L 1 5,01 0,65 12,89
Sélido-liquido
i 2 5,02 0,56 11,19
convencional
3 5,02 0,56 11,29
xX+o 5,02 + 0,01 0,59 + 0,04 11,79+ 0,78
Valor-p 0,008
~ - 1 5,03 0,98 13,54
Extracdo Assistida por
, 2 5,00 0,63 12,69
ultrassons (5 min)
3 5,02 0,60 12,03
xX+o 5,02 + 0,01 0,64 + 0,03 12,75 + 0,62
Valor-p 0,006
x _— 1 5,03 0,64 12,76
Extragdo Assistida por
) 2 5,00 0,63 12,63
ultrassons (10 min)
5,00 0,73 14,53
Xto 5,01 £ 0,01 0,67 £ 0,04 13,31 +0,87
Valor-p 0,024
. - 5,06 0,67 13,26
Extragdo Assistida por
) 5,01 0,61 12,25
ultrassons (15 min)
501 0,73 14,50
Xto 5,02 + 0,02 0,63 £+ 0,05 13,33+ 0,92
Valor-p 0,037

O equipamento utilizado para estes dois métodos encontra-se apresentado na Figura A.2.2. O

calculo do rendimento foi realizado pela Equacdo A.2.2.

Figura A.2.2. Equipamento utilizado para a realizagéo da extracdo do extrato fendlico. A - pelo método de extragdo sdlido-liquido

convencional; B - pelo método de extragdo assistida por ultrassons.
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A.3 Extracdo do Oleo Essencial de Cascas de limdo
O equipamento utilizado para a realizacdo da hidrodestilacdo, encontra-se apresentado na Figura

A3.1.

Figura A.3.1. Equipamento utilizado para a extragdo do dleo essencial das cascas de limdo, pelo método de hidrodestilagdo.

O calculo do rendimento da extracdo pode ser feito através da razdo entre a massa de dleo
essencial obtida (mgleo) € @ Massa de amostra de casca de limdo (Measca), COMoO é apresentado na Equacgdo

A3.1

m,
% Rendimento de Extracio = — oleo 100 (A.3.1)
casca

A.4 Producado do Creme de Rosto

De modo a obter a formulacdo ideal para o creme de rosto, foi necessario efetuar alguns ensaios
nos quais foram estudadas diferentes composicdes. Na Tabela A.4.1, sdo apresentadas as formulacdes

preliminares (FP) estudadas, assim como as alteracGes realizadas entre elas.
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Tabela A.4.1. Diferentes formulagées preliminares (FP) estudadas, alteragdes efetuadas entre os ensaios, resultado final e andlise
em microscdpio do creme obtido.

! o Ensaio
ngrediente
2 FP 1 (%) FP 2 (%) FP 3 (%) FP 4 (%) FP 5 (%) FP 6 (%)
Agua 60,0 58,0 73,3 73,6 73,6 73,6
Glicerina 20,0 21,5 7,1 7,6 7,6 7,6
Oleo de 15,0 12,2 13,7 7,6 7,6 7,6
Coco
Oleo de
Améndoas - - - 6,8 6,8 6,8
Doces
Lecitina - - - 3,8 3,0 3,0
Betaina 5,0 7,3 51 - 0,8 0,8
Goma - 1,1 0,8 06 0,6 0,6
Xantana
pH* 6 6 6 6 6 6
Alteracdo
o Adicdode  Alteracdo das dgs Adicdo de Alteracdo da
AlteracGes - Ingredientes , o
Espessante  Percentagens . Betaina Agitacao
percentagens

Resultado
Final

Anilise
Microscopio

*Medido com fitas medidoras de pH.

A producdo dos cremes foi realizada utilizando um banho termostatico, para aquecer as duas fases e com

um homogeneizador de alta performance, a Figura A.4.1, mostra o esquema de montagem utilizado.

Figura A.4.1. Equipamento utilizado para a produgdo dos cremes de rosto. A - Banho termostdtico, B — Homogeneizagdo das duas
fases do creme, com auxilio do homogeneizador de alta performance.
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Apéndice B - Capacidade Antioxidante

Para a realizagdo dos ensaios de capacidade antioxidante foi necessario realizar retas de calibragado.

Para que uma reta de calibracdo seja considerada valida, é necessario: apresentar no minimo 5 pontos;
~ . . sa . . .
gama de concentracdes superior a um fator de 10; R? superior a 0,995; que - X100 seja igual ou inferior a

5 %; e por ultimo que b-sb <0 < b-sb. De notar que a e b representam o declive e a ordenada na origem da
reta, respetivamente, e sa e sb, representam os erros acumulados associados ao declive e a ordenada na
origem, respetivamente. Apesar de ser necessario cumprir estes cinco aspetos para que a reta seja

validada, nas retas apresentadas nem todos estes parametros ndao foram verificados.

B.1 Método DPPH

Para a realizacdo do método DPPH, foi necessario construir-se a microplaca para a medicdo
posterior dos valores da absorvancia a A = 515 nm. Na Figura B.1.1. encontra-se apresentada um esquema

da montagem da microplaca.

LEGENDA:

3 4 5 11 12

Ne]e]
: Q0
‘00
D oo
E oo
00
G oo
00

*
Adicionou-se 200 pl. nos primeiros pocos, pipetaram-se 100 ul., para os pocos seguintes. Repetiu-se o

© Branco—100 pL de metanol+ 100 uL de solugdo DPPH
© Branco Amostra— 100 plL amostra + 100 pL de metanol
Amostra— 100 puL de amostra + 100 pL de solugdo DPPH
* © Branco Trolox — 100 pL Trolox + 100 pL de metanol
Trolox— 100 pL Trolox + 100 pL de solugdo DPPH

*
© Reta de Calibragdo — 100 pL de metanol+ 100 pL de
solucdo DPPH

00000000
00000000:
00000000

procedimento para os restantes pocos, descartando-se os ultimos 100 pL. Todos os pocos tém 100 pL de
metanol, com excecio da 12 fila

Figura B.1.1. Esquema da microplaca utilizada para a realizagdo do método DPPH e respetiva legenda.

A partir dos valores obtidos calculou-se a percentagem de inibicdo de DPPH, pela Equacdo B.1.1.

A _A
controlo—‘lamostra % 100 (B.1.1)

% Inibicao =
Acontrolo

Em que, Acontrolo € referente a absorvancia do controlo, isto é, do poco apenas com DPPH e sem
amostra, e Aamostra refere-se a absorvancia da amostra (diferenca entre a absorvancia da amostra com DPPH
e a amostra com metanol).

Na Tabela B.1.1, sdo apresentados os valores de percentagem de inibicdo do ensaio da
guantificacdo da capacidade antioxidante do extrato fendlico e do 6leo da grainha de uva. A partir destes
valores, construiu-se uma reta de calibracdo para cada amostra, em funcdo da concentracdo. Na Figura

B.1.2 encontram-se as retas de calibracdo obtidas.
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Tabela B.1.1. Percentagem de inibigéio de DPPH para o extrato fendlico e para o dleo de grainha, para as diferentes concentragdes
em cada pogo.

Concentracio de Amostra (ug-mL?) % Inibigdo Extrato Fendlico % Inibicdo Oleo de Grainha
200,0 89,9 20,9
100,0 63,1 6,6
20,0 48,2 0,0
25,0 37,3 0,0
12,5 32,3 0,0
6,2 30,1 0,0
100,0
90,0
=0 0,3084x+29,91
y=u X+29, Extrato
70,0 _
—_ R*=0,9917 Fendlico
= 60,0
g 200 @ Oleo de
€ 400 Grainha de
30,0 y=0,1256x-4,9228 Uva
J R2=0,9772
20,0 *
10,0
]
0,0 ® ®
0 50 100 150 200 250

Concentracdo (ug-mL?)

Reta de Calibragdo Extrato Fendlico: y = 0,3084x + 29,9100 ; R? = 0,9917
Reta de Calibragdo Oleo de Grainha: y = 0,1256x — 4,9228 ; R? = 0,9772

Figura B.1.2. Representacdo das retas de calibragio da percentagem de inibicdo de DPPH, em fung¢do da concentragéo, ug-mL-,
para o extrato fendlico e para o dleo de grainha.

Para o calculo do ICso, utilizou-se a equagdo da reta obtida para cada um dos ensaios e utilizou-se

a Equacao B.1.2.

[Cep = —o 2= (B.1.2)
50 a

Em que a representa o declive da reta e b representa a ordenada na origem. Em seguida, é

apresentado um exemplo da aplicacdo da equacgdo anterior, utilizando a reta do extrato fendlico.

_ (50,0000 — 29,1000)
50~ 0,3084

& ICsy = 65,1427 mg - mL™!
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Para o ensaio da capacidade antioxidante do extrato fendlico e o BHT, o esquema da microplaca
foi semelhante ao apresentado na Figura B.1.1., no entanto, ndo se utilizaram os pocos das colunas 10 e
11, uma vez que ndo se utilizou o Trolox. Na Tabela B.1.2 encontram-se os valores de percentagem de

inibicdo de DPPH para este ensaio.

Tabela B.1.2. Percentagem de inibicdo de DPPH para o extrato fendlico e para o BHT, para as diferentes concentra¢cdes em cada
poco.

% Inibicdo de DPPH pelo Extrato

Concentracio de Amostra (ug-mL?) % Inibigdo de DPPH pelo BHT

Fendlico
200,00 90,0 95,7
100,00 63,6 74,6
50,00 49,1 54,1
25,00 40,0 44,9
12,50 34,0 43,8
6,25 30,8 41,9

Através destes valores, construiu-se uma reta de calibragdo para cada amostra, em funcdo da
concentracdo. Na Figura B.1.3 encontram-se as retas de calibracdo obtidas. O célculo do ICsq foi realizado

através da Equacdo B.1.2.

120
100
20 Extrato
3 y=0,3002x+ 31,537 Fenolico
= R*=0,9913
m 60
.Jé y =0,289x + 40,204 BHT
— 40 R*=0,9817
20
0

0 50 100 150 200 250
Concentracdo (umol-mL7T)

Reta de Calibragdo Extrato Fendlico: y = 0,3002x + 31,5372 ; R? = 0,9913
Reta de Calibragdo BHT: y = 0,2890x + 40,2044 ; R? = 0,9459

Figura B.1.3. Representacdo das retas de calibragio da percentagem de inibicdo de DPPH, em fung¢do da concentragéo, ug-mL-,
para o extrato fendlico e para o dleo de grainha.
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B.2 Método TAC

Na Figura B.2.1 encontra-se uma representacdo esquematica da microplaca realizada para a

realizacdo do ensaio.

[ 23 7 5 ¢« 7 ¢+ 5 w»uwu] LEGENDA:

3] © Branco: 100 pL de H,0 + 100 pL Solugdo Cu?*

B o

¢ o « Amostra: 1, 2,4,6,8,10,12, 14, 16, 18, 20, 25e 30 uL de
L o amostra +H,0 até perfazer 100 pL + 100 pL Solugdo Cu?*

* o~ Trolox: 4, 8, 12, 16 e 20 plL de Trolox +H,0 até perfazer 100 pL
F + 100 pL Solugdo Cu?*

Pocos livres

*As filas B, D e F sdo réplicas das A, C e E, respetivamente.

Figura B.2.1. Esquema da microplaca utilizada para a realizagéo do método TAC e respetiva legenda.

A partir dos valores obtidos de absorvancia (A =570 nm) dos padrdes de Trolox (Tabela B.2.1), foi
construida a seguinte reta de calibracdo (Figura B.2.2).

Tabela B.2.1. Média da absorbdncia dos padrées obtidos para o primeiro e segundo ensaio.

Trolox (umol) Absorvancia
4 x 103 0,1222
8 x 103 0,2178
12 x 103 0,3188
16 x 10’3 0,4503
20 x 1073 0,5493
06
— 05
[ y =27,163x+0,0057
g 0,4 R? =0,997
20
v
03
&
202
2
< 01
0
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

pmaol de Trolox

Figura B.2.2. Representagdo da reta de calibragdo de Trolox, para o método TAC.

Utilizando a reta de calibracdo elaborada, obteve-se os seguintes valores de atividade antioxidante

para o extrato fendlico, representados na Tabela B.2.2.

Tabela B.3.2. Valores de atividade antioxidante obtidos pelo método TAC, em umol TE-mL-L, para as diluicGes que permitiram
obter valores dentro da curva de calibragdo.

Diluicdo 65496 32748 16374 10916 8181 6550
Capacidade Antioxidante

(umol TE:mLY) 14,16 10,42 26,80 37,64 42,92 57,52
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Apéndice C - Desenvolvimento e Avaliacdo da
Formulacao

C.1 Desenvolvimento do Produto

O desenvolvimento de um novo produto envolve diferentes etapas: uma fase de design e
conceptualizacdo do produto, uma fase de design detalhado e criacdo de protétipos e, por ultimo, a
producdo e langamento do produto. Relativamente a primeira etapa, esta é de extrema importancia, pois
é onde se estabelece a importancia do produto para o consumidor e, como é que este ira distinguir-se dos
competidores. No respeita os produtos de hidratacdo da pele algumas das questdes a ser respondidas sdo:
“Deve ser um produto corporal ou facial?”, “O produto deve ser uma logdao ou um creme?”, “Deve ser uma
emulsdo O/A ou A/O?”, “Que fungBes podem ser acrescentadas para que o produto seja mais atrativo?”
(Cheng et al., 2009). Assim, no presente projeto, definiu-se que o produto em questdo deveria ser um
creme de rosto do tipo O/A — uma vez que é o género de formulacdo preferida pelos consumidores - ao
qual seriam adicionados compostos fendlicos, extraidos da grainha de uva, com propriedades AO, com a
finalidade de acrescentar valor. Por outro lado, também a incorporacdo do dleo extraido a partir da grainha
de uva, assim como do éleo essencial extraido a partir das cascas de limdo, também permite alcancar este
objetivo, conferindo hidratacdo, aroma e propriedades antimicrobianas. Deste modo, para desenvolver o
produto anteriormente referido, foi necessario selecionar os ingredientes para a sua composicdo. O
produto é constituido por duas fases: fase aquosa — constituida pelo solvente e humectantes - e fase oleosa
—a qual pertencem os emolientes e agentes emulsificantes. Existem ainda alguns ingredientes com outras
fungBes, como é o caso dos AO, controladores de pH, fragrancias e corantes, que podem (ou ndo) ser
adicionados a formulacdo. Na Tabela C.1.1 sdo apresentados os ingredientes selecionados para a

formulacdo base do creme de rosto, assim como a justificacdo da sua utilizacdo.

Tabela C.1.1. Ingredientes utilizados na formulagdo base do creme de rosto, respetiva fun¢do e justificagéo da escolha.
Ingredientes Fungdo Justificagdo
Solvente muito utilizado em cosmética, pois é capaz de dissolver
) ingredientes importantes para a hidratacdo da pele. Adicionalmente, é
Agua Purificada Veiculo responsavel pela consisténcia do creme e melhora o nivel de hidratacdo da
pele.

Humectante mais utilizado e mais eficaz em cremes, apresentando
caracteristicas de hidratagdo Unicas, pois € capaz de hidratar a pele. A

Glicerina Humectante . . . .
glicerina pode ser de origem vegetal, o que o torna mais apelativo para o
consumidor.
E um emoliente bastante utilizado na industria cosmética, como substituto
do dleo mineral. As suas propriedades emolientes derivam da sua
. . composicdo rica em triglicerideos e acidos gordos saturados de cadeia média
Oleo de Coco Emoliente POSI & g

(4cido laurilico, acido caprico e acido caprilico). Adicionalmente, este dleo
apresenta caracteristicas antissépticas, devido ao acido laurilico, o que torna
este ingrediente ainda mais interessante para a indUstria cosmética.
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Conclusdo Tabela C.1.1. Ingredientes utilizados na formulagdo base do creme de rosto, respetiva fungdo e justificagdo da escolha.
Ingredientes Fungdo Justificagdo

Apresenta excelentes caracteristicas enquanto emoliente, permitindo
suavizar e uniformizar a pele conferindo-lhe um aspeto mais saudavel,
Emoliente devido ao elevado conteldo de acido oleico. Adicionalmente, € uma fonte
rica em ingredientes bioativos — como vitaminas (A, B, D e E) e antioxidantes
—que melhoram a aparéncia da pele e protegem-na da radiagdo UV.
A lecitina é composta por uma mistura de dacidos gordos, como o acido
estearico, palmico e oleico, ligados ao éster do acido fosférico. Pode ser de
Emulsificante  origem vegetal, obtida a partir da soja. Funciona como agente emulsificante,
e Emoliente  apresentando também boas capacidades emolientes, devido ao seu elevado
teor em 4cidos gordos, que criam uma barreira a superficie da pele que
mantém a hidratacdo da pele.
A betaina é um surfactante catidnico muito compativel com outros
Emulsificante  surfactantes. E comummente utilizada como surfactante secundario, pois &
secundario  um composto estavel, que ajuda a conferir viscosidade e ndo irritante, tanto
para a pele como para os olhos.
Atua como agente espessante, pois ajuda a espessar a formulagdo, uma vez
Goma Xantana Espessante  que ajuda na ligacdo dos restantes ingredientes. Por outro lado, permite
alcancar a textura desejada em quantidades pequenas (0,0001 — 2 %).
Fonte: Fiume, 2001; Cheng et al., 2009; Nolan e Marmur, 2012; Benson et al., 2019; Sikora, 2019.

Oleo de Améndoas
Doces

Lecitina

Betaina

C.2 Avaliacao da Estabilidade dos Cremes

Apds a producdo dos cremes de rosto, foi necessdario avaliar a estabilidade dos mesmos. Assim, na

Figura C.2.1, encontram-se alguns dos equipamentos utilizados para a realizagdo destes ensaios.

Figura C.2.1. Equipamentos utilizados para a realizagdo dos ensaios de estabilidade. A — Centrifuga; B — Medidor de pH,; C —
Viscosimetro.

Os cremes foram avaliados relativamente ao seu pH, viscosidade e capacidade de espalhamento,
durante 21 dias. Na Tabela C.2.1 sdo apresentados os valores obtidos para os parametros avaliados durante

o periodo de analise.
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Tabela C.2.1. Valores de pH, espalhamento (cm) e viscosidade (Pa-s), ao longo de 21 dias, para os diferentes cremes produzidos.

Formulagdo pH Espalhamento Viscosidade
(cm) (mPa-s)
19 Dia
F1 5,75 3,0 8845
F2 5,79 2,9 10836
F3 5,70 3,2 9258
F4 5,85 3,1 8330
F5 5,78 2,9 8130
F6 5,78 3,0 8576
F7 5,80 2,9 8220
392Dia
F1 5,70 3,1 8965
F2 5,70 2,8 10433
F3 5,68 3,0 9161
F4 5,71 3,0 8490
F5 5,74 2,7 8788
Fo 5,71 3,1 8339
F7 5,78 3,1 7990
7 2 Dia
F1 5,68 3,2 8646
F2 5,62 2,9 10340
F3 5,60 2,9 9495
F4 5,61 3,1 8240
F5 5,64 2,8 9130
F6 5,69 2,9 8886
F7 5,70 3,0 8039
14 © Dia
F1 5,60 3,1 9238
F2 5,57 2,7 10781
F3 5,54 3,0 9376
F4 5,57 2,9 8686
F5 5,60 2,9 8449
F6 5,65 3,0 8445
F7 5,67 3,1 7837
219 Dia
F1 5,54 3,1 8841
F2 5,54 3,0 10347
F3 5,49 3,1 9364
F4 5,50 3,0 8248
F5 5,58 3,0 8242
F6 5,60 2,9 8786
F7 5,65 3,0 8821

C.3 Oxidacao Lipidica

A determinagdo da oxidacdo lipidica foi realizada pelo indice de perdxidos (IP). O valor do indice de
peroxidos foi determinado através da Equagdo C.3.1.

(absamostra — @bSpranco) X 41,52 (C.3.1)
55,84 x0,1x2

Em que abSamostra © @abSpranco S0 referem-se aos valores da absorvancia da amostra e do branco,

indice de Peréxidos =

respetivamente. O valor de abspranco foi de 0,398.
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Apéndice D - Capacidade Antimicrobiana

Na Figura D.1. sdo apresentados os antibiogramas realizados para os microrganismos Gram-

positivo (Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis) e Gram-negativo (Escherichia colli).

S. aureus E. coli S. epidermidis

S. aureus E. coli S. epidermidis

Figura D.1. A — Efeito do extrato fendlico e do dleo de grainha de uva na inibi¢cdo do crescimento dos trés microrganismos em
estudo; B — Efeito do dleo essencial de limdo na inibigéo do crescimento dos trés microrganismos em estudo.

Na Tabela D.1. encontram-se os valores dos halos de inibicdo para cada uma das placas. De notar
gue, no caso dos halos dos controlos (positivo — acido ascérbico e acido formico — e negativo — agua

ultrapura), foram selecionados os trés (em seis), mais préoximos entre si.
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Tabela D.1. Valores dos halos de inibigdo, em mm, do extrato fendlico, éleo de grainha, dleo essencial de limdo, dcido ascorbico,
dcido formico e dgua ultrapura, para os trés microrganismos estudados.

Gram-positivo

Microrganismos

Gram-negativo

Nota: A notagdo < 5,0 é referente aos ensaios onde ndo foi possivel medir o halo de inibigdo.

S. epidermidis S. aureus

E. coli

Média

Extrato

Fendlico

17,0

16,0

17,0

16,7
20,0
19,0
19,0
19,3
<5,0

<5,0

<5,0

<5,0

Oleo de

Grainha

<5,0

Halos de Inibigdo (mm)

Oleo Essencial

de Limdo

6,0

5,5

55
8,4
6,5
7,6
7,5
<5,0

<5,0

Acido

Ascorbico

8,0

9,0

9,0

8,7
7,0
7,0
7,0
7,0
6,0

6,0

8,0

6,7

Acido

Férmico

<5,0
7,0
6,5
6,0
6,5

<5,0

Agua

Ultrapura

<50
<5,0
<5,0
<5,0
<50
<5,0
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Apéndice E - Questionario

De modo a que seja possivel compreender melhor as respostas do questionario, os graficos e a

informacdo recolhido sdo apresentados em seguida.

Género Idade
0%
" 18-25
- = 26-35
= Feminino
= Masculino .
= Qutro =46-55
56- 65
B m > 65
Figura E.1. DistribuigGo da amostra. A — Relativamente ao género,; B — Relativamente a idade.
Utiliza creme de rosto? O cheiro tém influéncia na aquisi¢do
do creme de rosto?
= Sim
= Ndo = Sim
= Ndo

Na aquisicdo do creme de rosto, o facto

A cor do creme de rosto € um aspeto de conter ingredientes de origem natural
em conta durante a compra? influéncia a sua compra?

= Sim
% N%o = Sim
= Ndo

Figura E.2. Respostas relativas as perguntas 3 a 6, relativas a utilizagdo de creme de rosto e a interferéncia de certos aspetos na

aquisicdo do mesmo, como cor, cheiro e a ser constituido por ingredientes de origem natural.
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Esta disposto a experimentar o produto
desenvolvido e responder a questoes
sobre o mesmo?

Sim

100%

Figura E.3. Pergunta numero 7, sobre a disponibilidade dos inquiridos em experimentar o creme de rosto desenvolvido e responder
a um inquérito sobre o mesmo e, respetivas respostas.

A B

Como avalia a cor do creme do rosto? Como avalia a textura do creme do
43,20% rosto?
53,50%
27.30% 29,50%
37,20%
7,00%
0% 0% 9 ’
0% 2%

1 - Pouco 2 3 4 5 - Muito .
Apelativa Apelativa 1-Pouco 2 3 4 5 - Muito

Agradavel Agradavel

Como avalia a capacidade de Como avalia o creme face a sua

C espalhamento do creme? D oleosidade?
65,90%
52,30%
29,50% 25,00%
18,20%
0% 0% 4,50% 0% o
1 - Dificil de 2 3 4 5 - Facil de 1~ Muito 2 3 4 5 - Pouco
Oleoso Oleoso
espalhar Espalhar
E Como avaliaa homogeneidade do creme ? F Como avalia o creme face  capacidade
63,60% de hidratacdo?
43,20%
38,60%
36,40%
15,90%
0% 0% 0% 2% 0%
1-Pouco 2 3 4 5 - Muito 1-Hidrata 2 3 4 5- Hidrata
Homogéneo Homogéneo Pouco Muito

Figura E.4. Respostas relativas as caracteristicas do creme de rosto produzido. A — Cor; B — Textura, C — Capacidade de
espalhamento,; D — Oleosidade,; E — Homogeneidade, F — Capacidade de Hidratagdo.
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24 horas ap6s a utilizacdo do creme, verificou algum
tipo de reacdo alérgica (vermelhidodes, irritacdo,
comichdo da pele)?

4%

M Sim

m Ndo

Figura E.5. Resposta a questdo numero 14, relativa a exigéncia de reagdes secunddrias.

Apods experiementar o produto em estudo, estaria
disposto a compra-lo?

M Sim

H Nio

Figura E.6. Respostas a questdo numero 15, sobre a possibilidade de aquisi¢do do creme de rosto produzido.
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