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Resumo

A ocorréncia de oxidacdo lipidica € um processo espontaneo em gorduras, e
consequentemente em produtos com teor de gordura significativo. Cosméticos inserem-
se nesta categoria, apresentando uma intrinseca relacéo entre a qualidade do produto e o
seu valor de mercado com a capacidade de oxidacao.

Os efeitos secundarios da oxidacdo levam a deterioracdo e alteracdo das
caracteristicas organoléticas do produto, como mudanca de odor, textura, cor, separagao
de distintas fases, o que leva a depreciacdo do produto por parte do consumidor.

Perante isto, a industria verifica a necessidade real de controlar e avaliar a ocorréncia de
oxidacdo nos seus produtos contendo gorduras e 6leos, de forma a controlar o periodo de
prateleira adequado.

Com este trabalho pretendeu-se avaliar o envelhecimento de cosméticos, no caso
particular de dez logdes corporais e correlacionar a oxidacéo lipidica com a composicao
das locGes selecionadas. Para além da andlise qualitativa das lo¢des corporais em estudo,
estas foram ainda submetidas a andlises realizadas recorrendo a diversos métodos, de
forma a quantificar os produtos de oxidacao primarios e secundarios.

Inicialmente, as amostras foram submetidas a um processo de envelhecimento
acelerado (através do seu armazenamento a cerca de 45 °C) sendo que o estudo teve um
total de seis meses.

Recorrendo a métodos como a quantificacdo dos Dienos Conjugados (DC)
expresso em percentagem e o indice de Per6xidos (1P) expresso em meqO2/Kg de amostra
seca, foi possivel a quantificacdo dos produtos primarios de oxidagdo. JA4 métodos como
o Indice de p-Anidisina (ipA) e a reagdo do &cido tiobarbitdrico com o malonaldéido
(TBARS) expresso em concentracdo de malonaldeido (mg/g de amostra seca)
proporcionaram a quantificacdo dos produtos secundarios de oxidacao.

Pela anélise dos resultados obtidos e correlacdo com as avaliagdes organoléticas
para cada més do estudo, foi possivel delinear um perfil de oxidacao lipidico para cada
amostra.

Conclui-se que a logdo corporal com maior extensdo da oxidacao lipidica foi a
amostra J, uma vez que esta apresenta um valor total de oxidacgdo (TOTOX) superior, de
3,75. Por outro lado, as lo¢gbes com menor oxidacao lipidica no final do estudo foram as

amostras B e C com valores de TOTOX de 0,130 e 0,120, respetivamente.
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Abstract

The occurrence of lipid oxidation is a spontaneous process in fats and,
consequently, in products with significant fat content. Cosmetics fall into this category,
presenting an intrinsic relationship between the product's quality and its oxidation
capacity and market value.

The secondary effects of oxidation lead to deterioration and alteration of the
product's organoleptic characteristics, such as a change in odour, texture, colour, and
separation of different phases, which leads to a product's depreciation towards the
consumer. Given this, the industry sees the real need to control and assess the occurrence
of oxidation in its products containing fats and oils to control the appropriate shelf life.

This work aimed to evaluate the ageing of cosmetics, in the particular case of ten
body lotions and to correlate lipid oxidation with the composition of the selected lotions.
In addition to the qualitative analysis of the body lotions under study, they were also
subjected to analysis carried out by different methods to quantify the primary and
secondary oxidation products.

Initially, the samples were subjected to an accelerated ageing process (through
their storage at about 45 °C), and the study lasted six months.

Using methods such as the guantification of Conjugated Dienes (DC) expressed
in percentage and the Peroxide Index (P1) method expressed in meqO2/Kg of dry sample,
it was possible to quantify the primary oxidation products. On the other hand, methods
such as the p-Anidisine Index (ipA) and the reaction of thiobarbituric acid with
malonaldehyde (TBARS) expressed as malonaldehyde concentration (mg/g of dry
sample) provided the quantification of secondary oxidation products.

By analyzing the results obtained and their correlation with the organoleptic
evaluations for each month of the study, it was possible to delineate a lipid oxidation
profile for each sample.

It is concluded that the body lotion with the greatest extent of lipid oxidation was
sample J since it has a higher total oxidation value (TOTOX) of 3.75. On the other hand,
the lotions with the lowest extent of lipid oxidation at the end of the study were samples
B and C, with TOTOX values of 0.130 and 0.120, respectively.
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1. Introducao

1.1 Enquadramento e Objetivos

A presente dissertacdo realizada no &mbito da cadeira de Dissertacdo/Estégio,
enquadra-se no programa para obtencéo de grau de mestre em Engenharia Quimica, no
ramo de Qualidade do Instituto Superior de Engenharia do Porto (ISEP).

O presente estudo foi possivel tirando partido das instalagbes e equipamentos
proporcionados pelo Grupo de Reacdo e Analises Quimicas (GRAQ), situado no ISEP.

Como objetivos principais apresenta-se a avaliacdo do envelhecimento em
cosméticos, no caso particular de lo¢Bes corporais e a correlacéo da oxidacéo lipidica com
a composicédo das logdes selecionadas.

Deste modo, o estudo é constituido por diferentes etapas, iniciando-se pela
submissdo das log¢Ges corporais a um envelhecimento acelerado, seguido de avaliagdo
qualitativa e quantitativa da oxidacdo lipidica ao longo do tempo, e culminando na
realizacdo de correlacGes entre a oxidacdo apresentada pelas logGes e a sua composicao
quimica.

Para a avaliacdo qualitativa dos fenémenos de oxidacéo lipidica, recorreu-se a
analise organolética, a partir da observacédo da evolucao de caracteristicas sensoriais das
locBes em estudo, como alteracdo do aspeto, textura, cor e odor. Sendo que, as
propriedades organoléticas sdo fatores que impactam diretamente a experiéncia do
consumidor.

Foram explorados métodos conhecidos e validados pela inddstria alimentar na
quantificacdo da oxidacdo lipidica. Recorrendo a extracdo dos produtos resultantes da
oxidacéo lipidica por solventes organicos e consequente determinagdo usando metodos
de referéncia como a reacdo do &cido 2-tiobarbiturico (TBARS) com o malonaldeido
(MDA) e indice de perdxidos (IP).

Sendo que a indlstria cosmética ndo apresenta métodos standard para a
determinacéo e quantificacdo do fendmeno de oxidacao descrito, este trabalho pode ainda
ajudar na determinacdo do tempo de prateleira mais adequada pelos transformadores

industriais.
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1.2 Cosméticos — Uma visao geral

Segundo a atual regulamentacdo europeia, cosméticos sdo definidos como
“qualquer substancia ou mistura destinada a ser colocada em contato com as partes
externas do corpo humano (epiderme, sistema capilar, unhas, labios e 6rgaos genitais
externos) ou com os dentes e as mucosas da cavidade oral com o objetivo exclusivo ou
principal de limpé-las, perfuma-las, mudar sua aparéncia, protegé-las, manté-las em bom
estado ou corrigir odores corporais” (Bom et al., 2019).

Cosméticos englobam uma imensa variedade de produtos, com diferentes funcdes
e particularidades na sua formulacdo, sendo amplamente aplicados de forma tdpica na
pele humana. Ainda que a pele apresente a sua propria camada natural protetora, alguns

ingredientes podem penetrar na mesma.

Tipo de aplicacdo de produtos cosméticos

Produto que se aclara (“rinse-off”): Produto cosmético destinado a ser eliminado

apos a sua aplicacdo na pele, cabelo ou mucosas;

e Produto que ndo se aclara, ou de permanéncia (“leave-on): Produto cosmético
destinado a permanecer em contacto prolongado com a pele, cabelo ou mucosas;

e Produto aplicado em mucosas: Produto cosmético destinado a aplicar-se em
mucosas bucais, boda dos olhos e 6rgédos genitais;

e Produto para olhos: Produto cosmético destinado a aplicar-se perto dos olhos;

e Produto labial: Produto cosmético destinado a aplicar-se nos labios (Bom et al.,

2019).

1.2.1 A Industria Cosmética

A industria cosmética estd em constante crescimento e mudanga, muito pela
exigéncia do consumidor final que anseia por novos desenvolvimentos de formulagoes
mais eficazes na prevencdo de marcas de envelhecimento da pele, mas também por novas
tendéncias de mercado. Todos estes fatores levam a que a industria se tenha de reinventar
constantemente, de forma a fornecer solugdes mais sustentaveis, amigas do ambiente e

conscientes, assim como mais eficazes e elevada variedade de oferta.
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Expectativas do mercado quanto a evolucdo e avancos cientificos e tecnologicos
levam & implementacdo do uso de novos ingredientes e técnicas na formulagdo de
produtos cosméticos, assim como a utilizagdo de ingredientes bioativos naturais

(Yorgancioglu & Bayramoglu, 2013).

1.2.2  Composicao de Locoes

Cosmeéticos de aplicacdo cutanea sao geralmente formulados tendo em conta quatro

partes funcionais (Isenmann, 2019).

1. O veiculo ou base, sendo este a base da mistura tal como o0 nome indica. A escolha
do veiculo adequado tem impacto na qualidade global do produto, sendo que é
fundamental que a escolha dos ingredientes aditivos seja compativel com a base.
A maioria dos produtos comercializados atualmente baseiam-se na formulacéo

6leo em agua (O/A).

2. Aditivos (bio)ativos, englobam ingredientes tais como vitaminas e protetores
solares. No entanto, a glicerina pode também ser incluida neste grupo funcional,
uma vez que tem efeito hidratante e pode ser altamente higroscépica. Os aditivos,
contrariamente ao veiculo, sdo encontrados em quantidades pequenas na
formulagdo das misturas, sendo usualmente estes os Ultimos ingredientes listados
no rétulo do produto. Uma vez que segundo a INCI (International Nomenclature
of Cosmetic Ingredients), os ingredientes devem ser listados conforme a quantidade

da sua percentagem em peso.

3. Agentes auxiliares tem como principal funcdo a conservagdo (quimica e
biologica) e estabilizacdo (fisica) da mistura. Neste grupo incluem-se o0s

antioxidantes, conservantes e modificadores de textura, tais como 0s espessantes.

4. Aditivos organoléticos, sendo estes os modificadores de aspeto e odor, tais como
corantes, pigmentos, perfumes e fragancias. Segundo o INCI, os corantes e

pigmentos devem ser referidos na embalagem com uma sigla de cinco digitos de
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acordo com o Colour Index. Por sua vez os perfumes ndo precisam de ser
discriminados no ro6tulo. Com a excegdo de ingredientes perfumados e
documentados como possiveis alergénicos, tais como o linalol que deve ser

detalhado no rétulo.

Na Figura 1.1 sdo mencionados alguns tipos de ingredientes que fazem parte das
quatro categorias base da constituicdo de uma logéo.

;
‘ Veiculo (Base) » Humectante, emoliente, cera (parafina)

\
AN

: [« Vitaminas, antioxidantes, &cidos h
- . . hidrocarboxilicos e aminoacidos, filtros UV,

‘ Aditivos (bio)ativos hidratantes, anti-inflamatorios e

y apaziguantes, entre outros Y,

N\

« Emulsificante, modificador de textura,

Agentes estabilizantes preservante/conversante, anti-microbiano

. .
g ™
.

Ve
/
« Oleo essencial, fragrancia, pigmento, entre

Aditivos organoléticos outros

/

\

Figura 1.1- Categorias de ingredientes base da composicao de uma logdo cosmética, adaptado de (Isenmann, 2019).

1.2.21  Veiculo (Base)

As logdes corporais tém como fungdo primaria proporcionar hidratacdo a pele. No
entanto, a eficicia destas logdes depende da sua composicdo e complexidade de
ingredientes funcionais.

Uma pele saudavel necessita ndo apenas de humidade, mas também de gordura
(Isenmann, 2019). Existem trés grupos de ingredientes que contribuem para uma pele

hidratada sendo estes:

1. Humectantes — substancias higroscopicas que contribuem para a absorcéo

percutanea de agua;
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2. Emolientes — Substancias que criam uma barreira hidrofobica, contribuindo para
a diminuicdo da evaporacao trans epidérmica;
3. Substancias ativas — substancias que penetram na pele podendo contribuir para a

renovacao celular (exemplo do a-hidroxiacidos).

LocOes séo dispersdes coloidais de um liquido em outro imiscivel, estabilizado
com a presenca de surfactantes e/ou particulas sélidas. Este tipo de produtos sdo comuns
em diferentes industrias, sendo as mais expressivas a farmacéutica, cosmética e alimentar.

Na industria cosmética, as emulsdes representam um dos meios fisicos mais
comuns, sendo caracterizadas por um sistema bifasico altamente versatil, compostas por
agua (substancia de base hidrofilica), 6leo (substancia de base oleaginosa), surfactantes
(hidrofdbicos, ou substancia anfifilicas) e substancias que adicionam ou melhoram as
qualidades organoléticas (como fragrancias, alteradores ou modificadores de textura e
aspetos sensoriais, assim como para proporcionar a preservagado e prazo de validade do
produto).

Locdes podem ser classificadas como simples ou duplas. Podendo ainda as
simples serem divididas em dois tipos, &gua em 6leo (A/O) e 6leo em agua (O/A).

Locdes duplas podem ser caracterizadas por dgua-em-6leo-em-agua (A/O/A) ou
6leo-em-agua-em-6leo (O/A/O) (Kim & Lee, 2018).

Substancias anfifilicas ou também conhecidas como surfactantes sdo usadas
principalmente para emulsificar, solubilizar, dispersar o 6leo ou a fase aquosa, aumentar
a estabilidade e melhorar a adsor¢cdo. Sendo esta Ultima a capacidade de penetracdo da
locdo no tecido cutéaneo (Venkataramani et al., 2020).

Ingredientes Humectantes

S&o substancias higroscopicas capazes de reter agua, que quando usados em
formulacgBes cosméticas auxiliam na absorcdo percutanea de agua.

Podem ser, compostos poli-hidroxilados, tais como glicerina, sorbitol,
propilenoglicol, mas também ureia. Estes aditivos higroscépicos, uma vez aplicados em
cima do nosso corpo, mantém a humidade e evitam assim o ressecamento da pele e cabelo
(Isenmann, 2019).

A &gua contida em locGes é 0 componente mais importante que contribui para o

equilibrio da humidade da nossa pele. No entanto, as lo¢cdes contém outros ingredientes

7
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que auxiliam neste propdsito, devido ao seu caracter higroscépico, tais como a ureia e a
glicerina (Isenmann, 2019).

A ureia é uma das substancias mais eficazes na retencdo da humidade da pele. O
ingrediente de origem natural mais utilizado como humectante ¢ a aloé vera, que para
além de proporcionar efeito humectante, contem ainda enzimas, vitaminas, minerais e

proteinas (Isenmann, 2019).

Ingredientes Emolientes

O termo “emoliente” ¢ frequentemente usado como sinOniMo de ingrediente
hidratante, no entanto para além de fornecer a capacidade hidratante, este também confere
propriedades organoléticas as lo¢Bes. Podendo estas ser de carécter sensorial, como
suavidade, elasticidade, e capacidade de propagacdo, como também visuais, como
aparéncia de brilho ou grau de fosco (Bom et al., 2019).

Durante a formulacdo de cosméticos hidratantes, como é o caso de logdes
corporais, a escolha dos ingredientes emolientes estd dependente de varios fatores que
contribuem para o perfil sensorial do produto final, tal como a estrutura quimica do
ingrediente, e as suas propriedades fisicas.

Assim sendo, os ingredientes emolientes podem ser classificados consoante a sua
estrutura quimica, podendo estes pertencer a familia dos hidrocarbonetos, alcoois gordos,
ésteres e ainda derivados de silicone (Bom et al., 2019).

Nas Figuras 1.2 e 1.3 € possivel consultar a estrutura quimica e designagédo de
alguns dos acidos gordos mais comuns em gordura vegetal e animal, tais como 0s

glicerideos, &cido laurico e esteérico, entre outros.

I
O,C‘MWWWWW = Ester feito de glicerina (4lcool) e trés dcidos gordos
( 0
S_o_ Icl‘ Regra geral:
i\ Mais 4cido oleico, mais liquida é a gordura (porco, ganso);
O~ mais saturados, mais dura € a gordura (sebo de boi).

Gordura animal ou vegetal
(Glicerideos)

Figura 1.2- Composicao geral da gordura animal e vegetal (Isenmann, 2019).

8
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O R = cadeia hidrocarbonica saturada (ou com uma insaturagao)
/y
R_C\ O nome dos 4cidos gordos depende do comprimento da cadeia
OH carbdnica:
e (CI12: Laurico
Acido gordo ¢ Cl4:Miristico
(Acido carboxilico) e C16: Palmitico
e (C18: Estedrico
Representacdo trivial: e (C18 com uma insaturagdo: Oleico
COOH

Figura 1.3- Estrutura quimica e nomes triviais de alguns dos acidos gordos mais encontrados em gorduras animais e
vegetais (Isenmann, 2019).

A Tabela 1.1, resume as propriedades e origem de alguns dos emolientes mais

usados na industria cosmética (Bom et al., 2019).

Tabela 1.1- Propriedade e origem de alguns dos emolientes mais utilizados pela industria cosmética (Bom et al.,

2019).
Familia Ingrediente Propriedade Origem
Emolientes | Miristato de Introducdo de variabilidade no brilho, Sintético de origem
a base de | isopropilico (mono oleosidade, tensdo superficial e nivel natural (a partir de
esteres éster) de espalhamento. Sensacdo de pele fontes vegetais e
seca animais)
Azeite (triglicerideo) Razoavelmente estdvel contra a Natural (vegetal)
oxidacdo. Baixo poder de irritacdo.
Boa compatibilidade cutanea
Triglicerideo com Viscosidade e polaridade Sintético de origem
acido caprico intermediarias. Alta resisténcia a natural (a partir de
(triglicerideo sintético)  oxidagdo. Espalhamento médio fontes vegetais — dleo
de coco ou palma)
Emolientes | Dimethicone (silicone Viscosidades diferentes: viscosidade Sintético
a base de | linear) baixa e média - uso em cremes para a
silicone pele; alta viscosidade - uso em
produtos capilares
Ciclometicone Volatilidade. Baixos valores de Sintético

(silicone ciclico)

brilho, residuo e oleosidade. Deixa

pouco residuo na pele
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Ingredientes a base de Silicone

A parafina € uma dispers&o mineral liquida ou sélida de hidrocarbonetos saturados
e purificados, obtidos de petrdleo bruto.

A parafina liquida é um o6leo mineral branco altamente refinado derivado do
petréleo. Obtido pela reacdo de uma fragdo de dleo com acido sulfurico, ou por
hidrogenag&o, ou por uma combinag&o de hidrogenagdo e tratamento acido. Consiste em
cadeias de hidrocarbonetos saturadas que variam de 15 a 50 carbonos (Isenmann, 2019).

1.2.2.2  Aditivos (bio)ativos

Os aditivos sdo ingredientes presentes em baixas quantidades, mas que
contribuem consideravelmente para o valor acrescentado do produto. Sdo estes 0s
ingredientes que normalmente sdo anunciados nos rétulos, com denominagdo de “anti-
envelhecimento”, “anti-manchas”, entre outros.

O efeito fisiolégico de algumas destas substdncias estd atualmente bem
documentado, como é o caso das vitaminas A (retinol), C (acido L-ascorbico) e E
(tocoferol) e provitamina B5 (pantenol).

Mas também dos &cidos hidrocarboxilicos, nomeadamente a-hidroxiacidos
(AHA) e B-hidroxiacidos (BHA). E ainda ingredientes como filtros solares e aminoacidos

gue podem ser categorizados como aditivos (Isenmann, 2019).

Vitaminas

Vitaminas sdo ingredientes usualmente adicionados a formulagdes cosméticas, em
particular em cremes de rosto, com o objetivo de auxiliar na renovacdo das células da
pele. As vitaminas administradas de forma atdpica trazem beneficios ao retardar ou até
mesmo impedir certos mecanismos degenerativos associados ao processo de
envelhecimento (Isenmann, 2019).

A vitamina A (retinol) e seus derivados sdo instaveis em presenca do oxigénio ou
guando expostos a luz e a altas temperaturas, sendo que os ésteres dessa vitamina oferecem

notaveis vantagens no que diz respeito a estabilidade na formulagdo cosmetica. O palmitato
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de retinol é o mais estavel dos ésteres da vitamina A. Ele pode ser incorporado diretamente
em emulsdes e, quando um tensoativo for acrescentado, pode ser colocado em gel.

A vitamina C é também bastante instavel em formulacdes aquosas e quando expostas
ao oxigenio e a luz. Uma das solucbes para evitar este efeito tem vindo a ser a
microencapsulacdo destes ingredientes ativos de forma a prolongar a sua estabilidade e tempo

de vida util do produto (Isenmann, 2019).

Antioxidantes

Os antioxidantes sdo normalmente considerados como ingredientes ativos, sendo
a sua principal acdo, a contribuicdo no combate as espécies radicais responsaveis por
diversos danos a pele. No entanto, estes ingredientes podem também contribuir para a
estabilidade das formulagdes, atrasando o processo de oxidacdo lipidica do produto
cosmético, e consequentemente ajudando a extensdo da vida atil do mesmo (S. A. M.
Silva et al., 2017).

Estes ingredientes sdo comuns na aplicagdo cosmética, como na farmacéutica e
alimentar, tendo como propdsito essencial proteger as partes da formulacdo que contém
grupos funcionais sujeitos a auto-oxidacao (principalmente os grupos C-H em posicéao
alilica) (Isenmann, 2019).

Alguns exemplos de ingredientes usualmente utilizados em formulacdes

cosméticas com efeito antioxidante séo o extrato de caléndula e o tocoferol (vitamina E).

Acidos e Aminoacidos

Os éacidos hidrocarboxilicos para além de proporcionar hidratagdo sdo ainda
valorizados em formulagdes cosmeticas devido ao seu efeito anti-envelhecimento da pele.

O éacido glicolico (a-hidroxiacidos, também conhecido por AHA) provem de
fontes naturais, sendo usualmente obtido da fermentacéo da cana-de-agUcar. Ja o acido
salicilico (B-hidroxiacidos, também conhecido como BHA) melhora a aparéncia da pele
foto envelhecida e atua ainda como esfoliante quimico e antimicrobiano (Isenmann,
2019).

11
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1.2.2.3  Auxiliares e Estabilizantes fisico-quimicos

As locBes sdo sistemas termodinamicamente instiveis devido a altas tensdes
interfaciais entre duas fases imisciveis, Oleo-agua. Os surfactantes sdo usualmente
utilizados em emulsdes de agua em 6leo (A/O) e 6leo em agua (O/A), com o objetivo de
reduzir a tensdo interfacial entre as fases e consequentemente melhorar a estabilidade da
interface. Sendo este obtido quando a concentragdo do surfactante e as condicOes de
emulsificacdo (tempo de mistura e velocidade) sdo otimizadas (Venkataramani et al.,
2020).

A instabilidade de uma emulséo pode-se traduzir em diversas alteracGes das
propriedades fisicas e quimicas do produto e esta diretamente relacionada com o processo
de producéo.

A instabilidade quimica pode traduzir-se na ocorréncia de fendmenos de oxidacéo
e hidrdlise.

Em alteraces fisicas podem ser observados fendmenos de sedimentacdo, floculacéo,
coalescéncia, entre outros.

A floculacdo e coalescéncia sdo dois tipos de agregacdo de goticulas,
consequéncia de processos onde se dispersam pequenas goticulas que ndo se devem
fundir, pela adicéo de substancias emulsionantes, sendo o objetivo prolongar o tempo de
estabilidade da logdo (Varka & Karapantsios, 2011).

O tamanho das goticulas presentes em emulsdes esta inversamente relacionado
com a energia fornecida durante a homogeneizacao, sendo o processo de converséo de
dois liquidos imisciveis numa emulsdo denominado homogeneizacéo, e este ¢ facilitado
pela presenca de substancias emulsionantes. Assim, a presenca de goticulas menores tem
como resultado uma homogeneizacdo mais estavel e consequente producdo de uma
emulsdo mais estavel.

Na formulacdo das logdes, os ingredientes utilizados e processos de producéo
impactam significativamente a estabilidade da mesma. Como consequéncia, regra geral,
emulsGes cosméticas com formulagBes mais naturais e ecoldgicas apresentam uma
estabilidade inferior em comparacdo com formulag¢Ges convencionais.

Estas Gltimas, tradicionalmente recorrem ao uso de surfactantes ou polimeros para
conferir estabilidade. No entanto, estas substancias apresentam maior risco de efeitos
adversos, tanto ambientais, de toxicidade e para a saude, o que tem levado ao crescimento
de procura de solugdes isentas de surfactantes (Venkataramani et al., 2020).
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Ingredientes emulsificantes

Emulsdes sdo goticulas de &gua dentro de 6leo (A/O) ou goticulas de éleo dentro
da agua (O/A). Uma vez que uma emulsdo se caracteriza por ter goticulas bastante
pequenas, na ordem dos poucos micrometros, esta pode levar a instabilidade e tendéncia
a coalescéncia. De forma a evitar este efeito, sdo usados ingredientes emulsificantes que
asseguram uma mistura homogénea e consisténcia do produto estavel a longo prazo.

Os ingredientes que proporcionam efeito emulsificante sdo moléculas anfilicas da
familia dos detergentes. Que atuam de forma a baixar a tenséo interfacial entre a fase
aquosa e oleosa, formando micelas microscopicas.

Os emulsificantes ndo idnicos mais utilizados em formulagdes de cremes
corporais que tém como cabeca polar um éter oligomérico de oxietileno. No entanto, o
mono-estearato da glicerina (ndo i6nico) e o acido esteéarico livre (ndo idnico,
ligeiramente anidnico) também sdo emulsificantes comuns em cremes hidratantes.

Por consequéncia a estabilidade de uma emulséo a longo prazo pode ser avaliada
laboratorialmente pelo uso da centrifugagéo sobre condic¢des padronizadas (3000 rpm por
30 minutos), sendo que a amostra ndo deve apresentar duas fases distintas a olho nu para

ser considerada estavel (Isenmann, 2019).

Modificadores de textura

Gomas, alginatos, derivados de celulose, resinas e polimeros acrilicos sdo
componentes organicos, cadeias poliméricas onde cada unidade repetitiva dispde pelo
menos de dois grupos laterais altamente polares. Assim formam um coloide hidrofilico
que aumenta a viscosidade da formulacdo. Além destes, sdo usados também argilas
(bentonita, montmorillonita) em forma de pé fino que igualmente deixam a formulacao
mais grossa e tixotropica, sem afetar seu efeito cosmético e/ou sua aparéncia quando

aplicados no corpo (Isenmann, 2019).

Preservantes/Conservantes

Conservantes sdo ingredientes essenciais em formulagGes ricas em agua, uma vez
que auxiliam na prevencéo do desenvolvimento de bactérias, virus e fungos. No entanto,

estes sdo comumente alergenios, devido a sua capacidade de se ligar a proteinas.
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Sabe-se, que emulsdes A/O requerem menos conservantes do que O/A, embora sejam
mais comuns emulsdes O/A (Barbaud & Lafforgue, 2021).

Todas as formulagBes que contém &gua requerem de um sistema conservante bem
desenvolvido e eficaz, para assegurar a inocuidade microbiologica do produto e um tempo
de vida util que satisfaz o cliente (Isenmann, 2019).

Todos os cremes e logdes cosméticas que contém agua na sua composicao, tém
também presentes agentes conservantes. O objetivo destes ingredientes é retardar a
degradacdo das gorduras (rancificacdo). Adicionalmente, estes ingredientes protegem
ainda contra o desenvolvimento bacteriano e microbiano.

Alguns exemplos de ingredientes com capacidade conservante sdo o eugenol, o
metilparabeno, o fenoxietanol, o sorbato de potassio e o propilparabeno. Sendo que o
eugenol é particularmente utilizado em aplicacdes medicinais, pelo seu efeito antissético
(Dionisio et al., 2018). Por sua vez o metilparabeno e o fenoxietanol sdo conservantes
utilizados essencialmente pela inddstria cosmética (Dicionério de Ingredientes, 2019),
(Unilever, 2018).

A quantidade de agentes conservantes a ser adicionada a formulacdo de
cosméticos, ndo é, no entanto, unanime. Uma vez que muitos destes ingredientes sdo
potenciais alergénios para a pele. Por outro lado, a adi¢do inadequada destes ingredientes
pode levar ao produto a desenvolver atividade microbiana levando a possiveis infecdes
quando usado.

E ainda de notar que o teor de rancificacdo dos 6leos varia consideravelmente,
sendo que alguns séo bastante estaveis por natureza, como por exemplo, o 6leo de jojoba
e 0 6leo de abacate dificilmente rancificam (Isenmann, 2019).

1.2.2.4  Aditivos organoléticos
Estes tém como principal objetivo aumentar a aceitagdo organolética do produto

cosmético. Nesta categoria encontram-se ingredientes tais como 0s 06leos essenciais,

fragrancias e pigmentos, entre outros.
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Oleos essenciais e fragrancias

Oleos essenciais pertencem a este grupo sendo estes misturas complexas de
substancias ativas de origem vegetal, que proporcionam qualidades fragrantes, estes
também podem apresentar propriedades antioxidantes (como o 6leo de rosmaninho),
hidratantes (como a rosa mosqueta), entre outras. A sua constitui¢cdo tem como base trés

componentes principais:

e Terpenos volateis - sujeitos a oxidacdo e geracao de alergénios (como limoneno,
linalol, etc.) ao entrar em contacto com oxigénio (exposicdo ao ar);

e Compostos aromaticos derivados de fenilpropano;

e Compostos de varias origens: carbonetos, aldeidos, ésteres resultantes de

destilacdo e/ou pesticidas usados durante o cultivo (Barbaud & Lafforgue, 2021).

Uma das formas que as plantas tém de se manter vivas é pela producdo de
metabolitos secundarios que tém um vasto leque de efeitos — podem ser tdxicos,
aromaticos, corrosivos ou conferir um mau sabor. Quaisquer que sejam os efeitos, podem
ser genericamente catalogados como repelentes, protetores ou atrativos.

Alguns metabolitos secundarios sdo volateis, o que significa que evaporam
facilmente. Os compostos organicos volateis (COV) tém muitas funcGes, sendo uma das
quais a de ajudar as plantas a reter a hidratagdo que precisam para sobreviver (Robert
Tisserand & Rodney Young, 2014).

Regulamentacéo dos 6leos essenciais e fragancias

Este tipo de consideracGes de seguranca esta regulamentado pela Associacéo
Internacional de Fragrancias (IFRA). As regulamentacgdes da IFRA estdo divididas em 11
categorias diferentes, de acordo com o proposito do produto e forma de interagdo com a
pele. Ou seja, as quantidades admitidas em produtos estdo diretamente relacionadas com
o tipo do mesmo (enxaguado ou ndo). Desta forma, embora os 6leos essenciais sejam
naturais, ndo significa que esteja garantida a sua seguranca; tudo depende de como sdo
usados (IFRA, n.d.).

Em 1998 foi estabelecida a nomenclatura internacional de ingrediente cosméticas

INCI (do inglés, International Nomenclature of Cosmetic Ingredientes) onde foi definido
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como o0s ingredientes devem ser listados e apresentados ao consumidor. A
homogeneizacédo da listagem e rotulagem dos produtos trouxe vantagens na identificacdo
e padronizacao da listagem de ingredientes. No entanto também apresenta alguns desafios
tais como o uso de nomes em latim, particularmente no caso de extratos naturais e do

inglés, essencialmente no caso de substancia sintéticas (Isenmann, 2019).

1.2.3  Vida util de um cosmético

Atualmente a vida atil de um cosmético é um fator de determinacao obrigatorio
para avaliacdo da qualidade e seguranca de produtos cosméticos. No entanto, este
pardmetro ndo deve ser confundido com uma data de validade, sendo que esta Gltima néo
é de determinacdo obrigatéria em cosméticos, segundo as leis atuais (Cosmetics Info,
2022).

A vida util de um produto refere-se ao periodo de tempo esperado em que um
produto mantém o seu aspeto, textura, odor e atue como previsto. Este periodo é variavel,
conforme o tipo de produto, uso e armazenamento (U.S. Food and Drug Administration
(FDA), 2022).

Um outro pardmetro a ter em conta € o “periodo apds a abertura” (PAO), sendo
que atualmente na Europa, os produtos cosméticos com vida atil superior a 30 meses
devem apresentar indicacdo deste pardmetro na sua embalagem. PAO é o periodo, em
meses, durante o qual o produto permanecera em boas condi¢des apds o consumidor o
utilizar pela primeira vez (Cosmetics Info, 2022).

E ainda de ter em conta que estes indicadores sdo influenciados pelas condigbes
de armazenamento e uso do produto. Sendo que produtos armazenados incorretamente,
ou seja, sujeitos a luz solar direta, altas temperaturas, alto teor de humidade, ou contacto
com o ar (ao serem abertos e examinados por consumidores antes do periodo de venda)
tém maior probabilidade de se deteriorarem e apresentarem sinais de oxidacéo antes do

periodo de vida util assinalado na embalagem (Cosmetics Info, 2022).
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1231 Envelhecimento acelerado

A norma ASTM F1980-21 (Guia Padrdo para Envelhecimento Acelerado de
Sistemas de Barreira Estéril e Dispositivos Médicos) fornece informacdo quanto ao
desenvolvimento de protocolos de envelhecimento acelerado de forma a avaliar os efeitos
da passagem do tempo na integridade estéril e propriedades fisicas dos materiais de
embalagem dos seus componentes (ASTM International, 2021).

Os testes de envelhecimento pretendem verificar se a durabilidade minima dos
produtos, sob as condi¢des de armazenamento especificadas, mantém a sua confiabilidade
durante este tempo.

Existem duas tipologias distintas para os a avaliagdo da estabilidade, podendo
estas ser baseadas em ensaios em tempo real ou acelerado.

No teste de estabilidade em tempo real, o produto € mantido num ambiente similar
as condigdes normais de venda, onde as alteragdes fisicas, quimicas e microbioldgicas
sdo monitoradas em tempo real. No entanto, este ensaio apresenta dificuldades em avaliar
produtos com periodos de vida util longos, como é o caso das lo¢BGes corporais que por
norma tem uma esperanca de vida Gtil de 1 ano.

Desta forma, os ensaios de envelhecimento acelerado séo largamente aplicados na
avaliacdo do envelhecimento deste tipo de produtos e recorrem a modelos matematicos
atualmente ja bem conhecidos e validados.

As condicdes de temperatura e humidade diferenciadas das condi¢fes normais de
venda e consumo s&o os fatores diferenciais e fundamentais na realizagdo dos testes em
questdo (EUROLAB, 2017).

O método usado nos testes de vida util é o padrdo ASTM F 1980, onde o tempo
de envelhecimento acelerado é calculado tendo em conta a temperatura e o tempo de vida
util em tempo real que o produto pode suportar de acordo com a estrutura e caracteristicas
da embalagem do produto. E aplicada ainda a equac&o de Arrhenius de forma a calcular
0 tempo de aceleramento adequado ao produto.

De notar que as temperaturas aplicadas por norma estdo compreendidas entre 0s
45 °C e 0s 65 °C e os tempos de analise rondam os 60 dias (equivalendo este a cerca de
3 anos de vida util do produto) (EUROLAB, 2017).

17



Avaliacdo do envelhecimento em produtos de cosmética (logBes corporais)

1.3 Oxidacao Lipidica

A oxidacdo lipidica pode-se dar em 6leos e gorduras, sendo este um fendmeno
comum e de ocorréncia natural quando em contacto com oxigénio. Durante este fenémeno
0s 0leos e gorduras sdo transformados em radicais livres, por acdo de catalisadores, sendo
que ao entrarem em contacto com oxigénio, estes radicais livres transformam-se em
peroxidos e hidroperdxidos. S&o estes Ultimos que geram as caracteristicas associadas a
degradacdo, nomeadamente o ranco.

Este fendmeno natural e espontdneo com efeitos indesejados para a vida Util do
produto ndo pode ser completamente evitado. Sendo apenas possivel o atraso e
diminuicdo de intensidade da degradacdo, por consequéncia de um aumento da
estabilidade através da adicdo de antioxidantes na formulagéo do produto.

No entanto, os antioxidantes adicionados em cosméticos, podem ter diversas
funcBes, desde fornecer protecdo contra a degradacdo do produto final, como oferecer

protecdo da pele no local de aplicacédo (S. A. M. Silva et al., 2017).

1.3.1  Mecanismos de oxidacao lipidica

A oxidacdo lipidica € um mecanismo de reacdo em cadeia, que engloba distintas
etapas de desenvolvimento, designadas por: iniciagdo, propagacéo e terminagdo (Schaich,
2005).

A reacdo de iniciacdo de oxidacdo € usualmente considerada um processo

espontaneo e aleatério, que pode ocorrer de duas formas distintas:

1. Absorcéo de energia, também designada por foto-oxidacao,
2. Reacdo redox, também designada por auto-oxidagao.

No mecanismo de iniciagdo por foto-oxidagéo, a inducdo de calor ou radiacdo ao

produto contendo teor de gordura, levam ao desencadear da oxidacdo (Kusano & Ferrari,
1998).
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Este mecanismo é promovido pela radiacdo UV, e envolve também a participacéo
do oxigénio, como reagentes fundamentais a formacdo de hidroperoxidos, que por sua
vez ao degradarem geram aldeidos, &lcoois e hidrocarbonetos (Silva et al., 1999).

Por outro lado, o mecanismo de iniciacdo por auto-oxidacgéo, surge pelo contacto
com oxigénio. Onde as enzimas ou metais de transicdo presentes no produto catalisam a
quebra das ligacGes entre o oxigénio e as moléculas dos &cidos gordos insaturados,
levando a uma oxidacdo lipidica (Kusano & Ferrari, 1998).

O mecanismo de iniciacdo pode entdo ser descrito pela interacdo de um iniciador
com o oxigénio, levando a reacdo com acidos gordos insaturados (RH). Por sua vez, este
proporciona a formacéo de radicais alquilo (Re), pela perda de um atomo de hidrogénio

(He), como descrito na reacéo 1.1.

RH — Re+ He reacdo 1.1

Ap0s o processo de iniciacdo ocorre a reagdo em cadeia, onde o segundo passo €
0 processo de propagacdo. Durante a propagacdo os acidos gordos insaturados e oxigenio
reagem até se esgotarem. Nesta fase, os radicais provenientes da iniciacdo sao
transformados em radicais peroxido (ROO¢+), sendo estes instaveis. Consequentemente,
os radicais peroxidos ao reagirem com um atomo de hidrogénio originam hidroperéxidos
(ROOH), que sdo os produtos primarios da oxidacdo. Sendo que estes produtos primarios
sdo geralmente incolores e inodoros.

Assim, 0 processo de propagacao € descrito pelas reacdes 1.2 e 1.3.

Re+ 0, = ROO- reacao 1.2
ROOe+ RH — Re+ ROOH  reagdo 1.3

Quando se esgota o substrato, as reagdes em cadeia cessam, o que se traduz pelo
mecanismo de termina¢do. Como o préprio nome indica, a terminagdo leva a formacao
de produtos finais estaveis (ndo reativos), como descrito nas reagbes 1.4 e 1.5.

Re + Re > RR reacdo 1.4

Re + ROO+s —» ROOR reacdo 1.5
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Os principais produtos finais da oxidacdo lipidica sdo derivados de
hidroperoxidos, tais como alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres, entre outros hidrocarbonetos
(Kusano & Ferrari, 1998).

Em resumo, o mecanismo de auto-oxidacdo apresenta as seguintes fases (Silva et
al., 1999):

1. Desaparecimento dos substratos de oxidagdo (oxigenio, lipido insaturado);

2. Aparecimento dos produtos primarios de oxidacdo (perdxidos e hidroperoxidos),
cuja estrutura depende da natureza dos acidos gordos presentes;

3. Aparecimento de produtos secundarios de oxidagdo, provenientes da cisdo e

rearranjo dos perdxidos.

1.3.2 Determinacéo da estabilidade da matéria gorda

Como ja foi mencionado ao longo deste trabalho, a oxidacdo lipidica esta na
origem do desenvolvimento de ranco, proveniente do processo de deterioracdo da
estabilidade da matéria gorda. Na Figura 1.4 é possivel uma visualizacdo esquematica
deste processo, que ndo so leva a diminuicao da via atil do produto, mas também pode

levar a ocorréncia de compostos nocivos (Silva et al., 1999).
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Figura 1.4- Representagdo esquematica do processo de oxidacao lipidica, adaptado de (F. Silva et al., 1999).

1.4 Avaliacao e quantificacdo da oxidacao lipidica

Como descrito anteriormente, grande parte dos métodos utilizados para avaliacao
lipidica em cosméticos provém da indudstria alimentar. Uma vez que esta industria,

apresenta um elevado historial de avaliacdo destes métodos.
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1.4.1  Aspetos organoléticos avaliados

Alguns dos aspetos verificados na avaliacdo da deterioracdo das lo¢6es corporais

~

sdo:
. Teor de humidade,
. Avaliacgdo da integridade fisica, formagao de fases distintas,
. Capacidade de penetracéo,
. Capacidade de espalhamento,
. Brilho.

1.4.2  Avaliacdo das Propriedades Organoléticas

Na escolha de um produto cosmético o consumidor ndo tem em conta apenas a
eficiéncia e a eficicia do produto, mas também a sensacéo e textura agradavel que provem
da aplicacdo do mesmo, etc. Consequentemente, a andlise sensorial € uma ferramenta
essencial no processo de avaliacdo da qualidade do produto durante a fase de

desenvolvimento do mesmo (Gilbert et al., 2013).

1.4.3  Meétodos de avaliacéo

A avaliacdo do aspeto e textura de um cosmético, é um processo complexo, sendo
estas usualmente misturas 6leo/agua. Assim sendo, os estudos tém vindo a ser conduzidos
para avaliar e entender a influéncia de ingredientes especificos nas propriedades
organoléticas do produto final. Alguns dos ingredientes mais estudados encontrados na
literatura sdo os emolientes, hidratantes, agentes modificadores de textura e fragrancias.
Um ponto em comum nos estudos presentes na literatura é o uso de técnicas e métodos
comumente utilizados e ja amplamente validados pela indUstria alimentar, para a
avaliacdo do perfil sensorial e organolético dos cosméticos em estudo, assim como a
quantificacdo da oxidacéo lipidica (Dubuisson et al., 2018).

Dois métodos comuns utilizados na avaliagédo sensorial, sdo a Analise Descritiva
Quantitativa (ADQ) e o Método da Analise Descritiva do Espectro (ADE) (Gilbert et al.,
2013).
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1.4.4  Extracdo Lipidica
1441  Método de Soxhlet

Um método comum de extracdo lipidica recorrendo ao uso de solventes € o
método de Soxhlet. Este método tradicional tem sido amplamente utilizado por diversas
industrias e € comumente modificado para melhor atuar sobre as necessidades especificas
do material em estudo. Existe uma elevada heterogeneidade dos solventes usados, tais
como hexano ou éter etilico e consequente dispersao nos resultados obtidos. Este método
tem sido aplicado em estudos que envolvem a determinacao lipidica total em microalgas,
tecidos animais, e alimentos, como milho e soja (Chen et al., 2020).

No entanto, e devido a natureza de extracdo demorada, caracteristica do método e
uso de quimicos agressivos para 0 meio ambiente, este método tem servido como padréo
ao desenvolvimento de novos métodos de extracdo que desejam diminuir ou eliminar os
inconvenientes desta primeira técnica, tal como o metodo Folch descrito na seccéo
1.4.4.2.

As maiores vantagens que o método de Soxhlet proporciona sao, (Aelson Aloir
Santana Brum et al., 2009):

A amostra encontra-se sempre em contacto com o solvente, havendo uma

renovacao constante;

e A temperatura do sistema mantém-se relativamente alta, uma vez que o calor
aplicado no processo de evaporacao € constante;

e Metodologia simples;

e Possibilita a extracdo de uma quantidade elevada de 6leo, sem necessidade de

filtracdo apds extragdo.
1442  Método Folch
O método Folch foi desenvolvido com base na matriz do método de Soxhlet, com
0 intuito de obter uma melhor separacdo das fases. Este método utiliza uma mistura de

cloroférmio e metanol, seguido da adi¢do da solucao de cloreto de potassio (Aelson Aloir
Santana Brum et al., 2009).
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Apesar de ser um metodo largamente utilizado, este apresenta a desvantagem de
utilizar solventes com toxicidade considerdvel, assim como proporcionar a extragcdo
indesejavel de contaminantes ndo-lipidicos da fase organica (Aelson Aloir Santana Brum
et al., 2009).

1.45  Analise dos produtos primarios de oxidacéo

Os produtos primarios de oxidacdo, nomeadamente o0s peroxidos e
hidroperoxidos, sdo geralmente avaliados pela determinacéo do indice de perdxidos (IP),
como descrito na sec¢do 1.4.5.1. No entanto a avaliacdo dos produtos primarios pode ser
realizada por outros métodos, tais como o método de Dienos Conjugados (DC), como
descrito na seccdo 1.4.5.2 (Silva et al., 1999). Sendo que estes produtos primarios sao

geralmente incolores e inodoros.

1.45.1  Meétodo do Indice de Peréxidos (I1P)

Este método traduz-se na diferenca entre a formacdo e a decomposicdo de
perdxidos, e deve ser determinado durante os estagios iniciais do processo oxidativo, para
uma maior eficiéncia. A variacdo do nivel de perdxidos varia de forma gaussiana ao longo
do tempo, o que leva a concluir que um nivel baixo de peréxidos ndo constitui uma
garantia de boa estabilidade oxidativa do produto. Este método é expresso em milimoles

de oxigénio ativo por quilograma de amostra seca (Silva et al., 1999).
1.45.2  Método dos Dienos Conjugados (DC)
A oxidacdo dos acidos gordos polinsaturados ocorre com a formacdo de

hidroperdxidos e o deslocamento das ligagdes duplas, que levam a consequente formacao

de dienos conjugados, como exemplifica a Figura 1.5 (Silva et al., 1999).
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Figura 1.5- Reacao de oxidag&o dos &cidos gordos polinsaturados levando & formacéao de hidroperdxidos, adaptado
de (Silva et al., 1999).

Recorrendo a analise espectrofotométrica, € possivel determinar o estado de
oxidacdo do produto com alguma precisdo, ainda que este método ndo seja 0 mais
aconselhado para a andlise de amostras complexas, como é o caso de lo¢bes corporais,
este possibilita uma anéalise rapida e global do estado de oxidacao.

Este método baseia-se na relagdo entre os produtos primarios e secundarios
presentes em cada estado de oxidacdo de uma amostra, uma vez que 0s produtos
primarios, como os dienos conjugados absorvem a 232 nm e o0s produtos de oxidacao
secundarios, como as cetonas insaturadas, apresentam um maximo de absorcéo a 272 nm.
Esta distincdo proporciona a avaliacdo da evolucdo oxidativa através da relacdo de
absorcdo dos dois produtos de oxidacdo, dado por A,75 nm/A232 nm- Através da andlise
desta relagdo, pode-se concluir que quanto maior a absorvancia a 232 nm, mais elevada
sera a presenca de perdxidos, o que corresponde ao inicio do processo de oxidacao (Silva
etal., 1999).

1.4.6  Analise dos produtos secundarios de oxidacao

Os produtos secundarios, nomeadamente aldeidos, cetonas e hidrocarbonetos,
provenientes da consequente deterioracdo dos produtos primarios, apresentam geralmente

um odor desagradavel.
1.46.1  Meétodo da reacgdo do acido tiobarbitarico com o malonaldeido (TBARS)
O teste TBARS baseia-se na reacdo do &cido tiobarbitdrico (TBA) com o0s
produtos de decomposicdo dos hidroperdxidos. Um dos principais produtos formados

durante o processo oxidativo € o malonaldeido (MA), sendo este um aldeido com 3

atomos de carbono. A reacdo da-se em meio cido (pH 1-2) e a altas temperaturas, cerca
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de 80 °C a 100 °C. Sendo que estas caracteristicas proporcionam um aumento da
velocidade e da sensibilidade de reacéo.

Como se pode verificar na Figura 1.6, este teste leva a molécula de MA a reagir
com duas moléculas de TBA, que formam um complexo vermelho. O complexo obtido
apresenta absorvancia na gama de 532-535 nm e maximos de absor¢do secundarios a 245
e 305 nm. Assim sendo, este método baseia-se na leitura espectrofotométrica da
absorvancia e/ou fluorescéncia.

O resultado deste teste € expresso em unidades de absorvancia ou fluorescéncia
por unidade de massa da amostra ou em valor TBA (mg de MA por g de amostra em base
seca) (Silva et al., 1999).

, H
HS M. _0OH
“‘*r.-'-’- e ) 0H - |
| [ . . .:'_. I[ ¥ I“] "ﬁ -\"'\-\.\_.-"'. h
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Figura 1.6- Reacdo do teste de TBA entre 0 acido 2-tiobarbiturico e o malonaldeido, obtendo-se um composto colorido,

medido espectrofotometricamente a 532 nm (Oxford Biomedical Research, 2013).

Uma vez que 0 MA néo é o Unico produto de oxidacao lipidica que reage com o
TBA, € aceitavel falar em substancias que reagem com o TBA. Este método por ter baixa
especificidade em relacdo aos compostos detetados, leva a que outros aldeidos que ndo o
MA, provenientes do processo de oxidacdo lipidica reajam com o TBA. Assim sendo,
este método é normalmente usado como complemento a outros métodos, como o do IP e
a avaliacdo organolética, de forma a aumentar a viabilidade dos resultados obtidos (Silva
etal., 1999).

1.4.6.2 Método do Indice de p-anisidina (ipA)
O ipA define-se como 100 vezes o valor da absorvancia, medida a 350 nm, de
uma solucgéo resultante da reagdo de 1 g de lipido em 100 mL de solvente contendo p-

anisidina. Sendo que a p-anisidina, em meio acético, leva a formagdo de um complexo

amarelo. Esta cor deriva da degradacéo do acido linoleico.
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1.4.6.3  Método para avaliacéo total da oxidacdo (TOTOX)

Uma vez que nenhum dos métodos discutidos nas sec¢des anteriores apresentam
resultados para a oxidacdo total (TOTOX) da amostra, este pode ser determinado
matematicamente com recurso aos resultados obtidos dos métodos de IP e ipA, equacao
1.6 (Silva et al., 1999).

Valor TOTOX =2 (IP) + (ipA) equacdo 1.6

Perante a relacéo referida é possivel correlacionar o nivel de peroxidos (IP), que
representam o potencial de degradacao da qualidade organolética, com os aldeidos, que
representam o estado de deterioracao secundario (ipA). Uma amostra com teor de gordura
bem preservado deve apresentar um valor total de oxidacéo inferior a 10 (Silva et al.,
1999).

1.4.6.4  Método do indice de ranco ou teste de Kreis

Este € um método colorimétrico baseado na reacdo do floroglucinol com
epoxialdeidos, em meio &cido. Apds reacdo é obtida uma coloracdo vermelha que pode
ser quantificada pelo método de espectrofotometria.

Este teste apresenta a vantagem de ser rapido, fornecendo a indicacdo da
ocorréncia de oxidacao lipidica ainda numa fase inicial do processo de deterioracdo da
amostra. No entanto, para analise de amostras complexas verifica-se a desvantagem de
existir interferéncia por parte dos aditivos da amostra (Silva et al., 1999).

Este método ndo vai ser utilizado durante a parte experimental deste estudo.

1.46.5  Determinacao dos compostos volateis

Os compostos volateis, hidrocarbonetos (pentano, n-hexano, etano), aldeidos
(pentanal, hexanal, oct-2-enal, non-2-enal), cetonas (octa-1,5-dien-3-ona, oct-1-en-3-
ona) ou acidos (acido férmico), aparecem numa fase precoce do processo da oxidagédo
lipidica. Estes resultam da decomposic¢ao dos produtos primarios do processo oxidativo

(peroxidos).
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A determinacdo destes compostos € usualmente realizada atraves do método de
cromatografia gasosa (CG) de injecdo direta ou por headspace. Sendo um método viavel
a analise de amostras complexas e que dispensa uma extracdo prévia, resulta em bons
resultados quando comparado com a avaliacdo sensorial (Silva et al., 1999).

Este método ndo vai ser utilizado durante a parte experimental deste estudo.

1.4.6.6  Comparagdo entre métodos analiticos

Na Tabela 1.2, apresenta-se uma breve comparacao entre alguns dos métodos
analiticos para a avaliacdo da oxidacdo lipidica, apresentados nas seccfes anteriores
(Silva et al., 1999).

Tabela 1.2- Comparacao entre métodos analiticos de avaliacdo da oxidacao lipidica (F. Silva et al., 1999).

Método analitico Caracteristicas

Indice de peroxidos | Medida empirica;

Menor sensibilidade e preciséo que a avaliacéo sensorial ou GC

TBARS Sensivel;

Preciso;

Pouco especifico

Avaliacéo dos | Otima correlacdo com os dados da avaliacio sensorial;
compostos volateis | Fornece informacBes quanto a origem dos compostos
por GC responsaveis por off flavors e off odors.

Avaliacdo sensorial | Muito sensivel,

Exige aprendizagem;

Dificil de por em pratica

indice de ranco Requer altos niveis de oxidagéo;

N&o aplicavel a compostos termolébeis
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2.Componente Experimental

O presente trabalho tem como objetivo principal a avaliacdo do envelhecimento
em lo¢Oes corporais e a realizacdo de correlacdes entre a oxidagéo lipidica e a composicao
quimica das logdes selecionadas.

Para a avaliacé@o do envelhecimento (através da oxidacéo lipidica) comecou-se por
submeter as amostras recolhidas de cada solucdo a um envelhecimento acelerado, de
forma a simular as condi¢des de uso e armazenamento do produto apds abertura (apos
inicio de contacto com oxigénio), e humidade elevada durante longos periodos.

Para além da analise dos produtos primarios e secundarios de oxidacgéo foi ainda
realizada uma avaliacdo da estabilidade das propriedades organoléticas das locGes
corporais. Esta avaliacdo permite relacionar a ocorréncia de oxidacao lipidica com a
constituicdo quimica e a presenca de ingredientes especificos na formulacdo das logcoes

em estudo.

2.1 ldentificacdo e Amostragem

No presente estudo, foram selecionadas 10 lo¢Ges corporais, para peles normais,
de marcas diversas, com ingredientes ativos e 6leos essenciais distintos. A composi¢éo e
ingredientes presentes em cada solucéo pode ser consultada na Tabela A.1 (Anexo A.1).

A cada amostra foi atribuida uma identificacdo alfabética de A a J.

2.2 Envelhecimento Acelerado

Posteriormente, foram recolhidas 7 aliquotas de cada lo¢éo (cerca de 15 g), sendo
estas identificadas com a letra respetiva a amostra e o numero referente ao tempo de
oxidagéo (de 0 a 6), perfazendo um total de 70 amostras.

Para cada logcéo corporal obteve-se uma amostra inicial (congelada logo apés a
amostragem), como ponto de referéncia. As restantes 6 amostras referem-se aos seis

meses de envelhecimento acelerado, onde uma amostra por més foi retirada da estufa e
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congelada para posterior avaliacdo. As massas pesadas para cada amostra podem ser
consultadas na Tabela A.2 (Anexo A.2).

Todas as amostras, com a excec¢éo das referentes ao tempo 0, foram submetidas a
um processo de envelhecimento acelerado, recorrendo ao armazenamento das mesmas
numa estufa sob condi¢des controladas de temperatura (45 + 5 °C), durante o tempo

indicado (entre 1 e 6 meses).

2.2.1  Material e Equipamento

e Balanca analitica £ 0,00001 g (Mettler Toledo, Mod. MS205DU, Columbus,
Ohio, EUA)

e 70 Tubos de centrifugacdo, com fundo conico e tampa de plastico, 15 mL
(ABDOS, Kolkata, india)

e Estufa (J.P. Selecta, Barcelona, Espanha) ajustada a 45 + 5 °C

e Arca frigorifica (Zanussi, ZFC51400WA 495LT, Pordenone, Italia)

e Suporte de tubos de ensaio

2.3 Anaélise Sensorial

O procedimento seguido para a avaliacdo das propriedades organoléticas das
amostras foi adaptado da Norma 1SO 4120:2021 para andlise sensorial (ISO, 2001).

Apbs a recolha mensal das amostras, como descrito na seccao 2.2, foi avaliada a
capacidade organolética, como odor, cor, textura, aspeto e presenca de fases distintas,
para cada amostra antes da congelacdo. O registo fotografico e resumo da evolugéo
organolética pode ser consultado nas Tabelas B.1 e B.2 (Anexo B) e ainda nas Figuras
B.1aB.11 (Anexo B.1).

Todas as amostras foram pesadas, apos o tempo de envelhecimento, para a
avaliacdo da perda de massa, o registo das massas pode ser consultado na Tabela A.2
(Anexo A.2).

O valor de massa perdida corresponde a perda de agua e evaporagdo dos

compostos volateis (COVs) formados durante o processo de envelhecimento.
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Ap0s avaliacdo das propriedades organoléticas e pesagem, as amostras foram
conservadas a uma temperatura de -20 °C, até realizagdo dos testes de avaliacdo da
oxidagdo lipidica.

De ressalvar, que apenas as amostras relativas ao tempo 0 (A0-JO) ndo foram
submetidas ao processo de envelhecimento, tendo sido conservadas a -20 °C logo apos a

amostragem e avaliacdo sensorial.

2.4 Determinacéo do teor de humidade

No presente trabalho foi realizada uma andlise complementar do teor de
humidade, sendo este um parametro essencial a determinacéo da massa isenta de agua da
amostra (massa seca).

Para se realizar esta determinacdo as amostras necessitam de ser secas, ou seja,
submetidas a uma temperatura de cerca de 120 °C, sendo imperativo realizar a pesagem
das amostras no inicio e fim da secagem, uma vez que o teor de humidade é descrito pela

equacéo 2.1.

m;—m

Humidade (%) = /%100  equacdo 2.1

m;
Onde:
m;- Massa de amostra pesada inicialmente, em mg;

mg- Massa de amostra pesada final, ap6s secagem da amostra, em mg.

A determinacdo do teor de humidade neste trabalho, foi realizada usando cerca de
100 a 200 mg de amostra, em duplicado e com recurso a uma balanca de humidades
(Kern, Mod. MLS, Balingen, Alemanha).

Com base nos resultados obtidos neste ensaio e o calculo da perda de massa total
das amostras, descrito na seccdo 2.3, € possivel ainda determinar a quantidade de massa

perdida devido a evaporacdo de agua versus perda dos compostos volateis.
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2.5 Extracao dos componentes resultantes da
oxidacdao lipidica

A extracdo dos componentes resultantes da oxidac&o lipidica foi realizada com
recurso ao isopropanol e seguindo o procedimento previamente validado (Sousa et al.,
2020).

Comecou-se por pesar 500 mg de cada amostra e adicionar 10 mL de isopropanol.
Cada amostra foi de seguida agitada com recurso ao vortex e colocada num banho
termostatico a 35 °C durante 20 minutos.

De seguida as amostras foram centrifugadas a 4500 rpm durante 15 minutos, de

forma a obter o sobrenadante que foi utilizado nas restantes determinagoes.

2.5.1 Material e Equipamento

e Balanca analitica + 0,00001 g (Mettler Toledo, Mod. MS205DU)

e 70 Tubos de centrifugacdo, com fundo conico e tampa de pléstico, 15 mL
(ABDOS)

e Suporte de tubos de ensaio

e Vortex anal6gico Heidolph (Pennsylvania, EUA), 300-2500 rpm

e Banho de Ultrassons, Ultrassons-HD com Aquecimento 5L T Selecta (Barcelona,
Espanha)

e Centrifuga, Thermo Scientific, Heraeus, Megafuge 16R (Osterode am Harz,

Alemanha)

2.5.2 Reagentes e Solventes

e Isopropanol da Sigma-Aldrich (Saint Louis, USA), pureza >99,08%.

2.6 Ensaios para determinacéo da oxidacao lipidica

A escolha dos métodos a utilizar foi feita com base em estudos prévios que comparam

os resultados de diferentes métodos em produtos cosmeticos (Sousa et al., 2020).
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Assim sendo, apds a extracdo dos produtos da oxidacdo lipidica realizado de
acordo com o ponto 2.5, o sobrenadante foi utilizado na determinacéo da oxidac&o lipidica
das varias amostras nos diferentes estados de oxidagéo.

Com recurso a determinacdo por varios métodos, foi possivel comparar 0s
resultados dos mesmos, aumentando desta forma a precisdo do estudo.

A determinagdo dos produtos primarios foi realizada com recurso aos métodos,
dos Dienos Conjugados (DC) e indice de perdxidos (IP), como descrito nas secgdes 2.6.1
e 2.6.2, respetivamente.

Por sua vez, a determinacdo dos produtos secundarios foi realizada com recurso
aos métodos, da determinacdo das espécies reativas com o &cido 2-tiobarbitdrico
(TBARS) e do indice de p-Anidisina (ipA), como descrito nas seccdes 2.6.3 e 2.6.4,
respetivamente.

A determinacdo do valor de oxidacdo total (TOTOX) encontra-se descrito na
seccdo 2.6.5. O TOTOX permite descrever a carga oxidativa total a que uma gordura ou
6leo foi exposta. Quanto mais elevado, maior a oxidacdo sofrida pela amostra.

2.6.1 Determinacéo dos Dienos Conjugados (DC)

O procedimento seguido para a determinacao dos Dienos Conjugados encontra-se
descrito na literatura (F. Silva et al., 1999); Zhai et al., 2003), onde a absorvancia, do
sobrenadante das amostras obtido na seccdo 2.5, € lida na regido de ultravioleta, para os
comprimentos de onde de 232 nm e 272 nm, recorrendo a um leitor de microplacas
(BioTek, Synergy HT, Winooski, Vermont, EUA).

Para a determinacédo foram adicionados, em microplacas, 150 pL de cada amostra,
tendo sido realizadas 3 réplicas para cada amostra.

Para a determinacdo dos DC em percentagem, recorreu-se a equagdo 2.2,
(Agregan et al., 2017). No entanto, a razdo entre as absorvancias a 232 nm e 272 nm é

também um fator importante a determinar, como pode ser observado na equacao 2.3.

DC(%) = 0,84 Abjz% equacéo 2.2
—A0

DC = 22sz7znm equacéo 2.3

AbsS232nm
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Onde:

AbS353,m — absorvancia da amostra, a 232 nm;
C — concentragdo da amostra (em g/L);
Abs,-,nm — absorvancia da amostra, a 272 nm;

K, — absortividade dos grupos &cidos, igual a 0,03.

2.6.2 Determinacao do indice de peroxidos (IP)

A determinacdo do IP foi realizada com base no método descrito pela
International Dairy Federation 74:2006 e no protocolo descrito em (Hornero-Méndez et
al., 2001). O procedimento descrito na secgdo 2.6.3.3 tendo sido adaptado do método
mencionado anteriormente, sofreu algumas alteracbes, nomeadamente na preparagédo da
solucédo de ferro |1, tendo sido preparada com recurso ao hexacianoferrato (I1) de potassio
trihidratado ao invés de sulfato de ferro (Il) heptahidratado e ainda a utilizacdo de

isopropanol como solvente.

2.6.2.1  Material e Equipamento

e Leitor de placas BioTek, Synergy HT
e Tubos de eppendorf de 5 mL

e Microplacas de 96 po¢os

2.6.2.2 Reagentes e Solventes

e Acido cloridrico da Sigma-Aldrich

e Agua ultrapura (resistividade > 18,2 M.cm a 25 °C, obtida através de sistema
Simplicity 185, Millipore, Burlington, MA).

e Cloreto de ferro (I11) 97% da Sigma-Aldrich

e Hexacianoferrato (II) de potassio trihidratado >99%, da Sigma-Aldrich

e Isopropanol da Sigma-Aldrich, pureza >99,8%, Lote: STBF4059V

e Peroxido de hidrogénio da Sigma-Aldrich

e Tiocianato de aménio da Merck (Algés, Portugal)
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Para a determinacdo do IP foram ainda preparadas as solu¢cbes mencionadas de (1) a
@).

(1) Solucao de ferro (1) = 1 mg/mL

(2) Solugdo de tiocianato de amdnio 300 g/L

(3) Solucdo-mae de cloreto de ferro (IIT) 10 ug/mL

O procedimento seguido na preparagéo das seguintes solugdes foi adaptado da norma ISO
3976:2006 (International Organization of Standardization (1SO), 2006), e pode ser

consultado no C.1 Preparacdo das solugdes.

2.6.2.3 Procedimento Experimental

O procedimento seguido na preparacdo das solugdes padrdo, branco e amostras
encontra-se descrito na Tabela 2.1. A curva de calibracao foi preparada com 6 padrées de
Fe (111), com concentracdes compreendidas entre 0,035 e 0,20 pug/mL a partir da solugéo
mae (3). A preparacéo dos padrdes e curva de calibragdo podem ser consultados no Anexo
C.2.

Tabela 2.1- Descricéo do procedimento experimental para a determinacéo do IP.

B Branco (para Branco (para
Passo Padroes Amostras
padrdes) amostras)
Adicionar uma o Adicionar uma  Adicionar uma
) Adicionar uma ) )
aliquota de 2 mL ) aliquotade 2 mL  aliquota de 2
3 aliquota de 2 mL 3
de cada padréo ) de cada solucéo mL de
(1) de agua ultrapura )
em tubos de amostraem  isopropanol em
em tubos eppendorf
eppendorf de 5 tubos eppendorf  tubos eppendorf
de 5mL
mL de5mL de 5mL
@ Adicionar 10 pL de (2) solucéo de
Adicionar 10 puL de (2) solucéo de tiocianato de amoénio
@) tiocianato de amdnio Adicionar 10 pL de (1) solucéo de
Fe (I1)

4) Adicionar 180 pL da mistura anterior em microplacas, perfazendo 6 réplicas

5) Ler a absorvancia no leitor de microplacas a 500 nm
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Para a determinacao do IP recorreu-se a equacao 2.4.

(Absgm—Absp)*m
55,84*77’10

1P (meQOZ/kgamostra) = equacdo 2.4

Onde:

Abs,,, — absorvancia da amostra
Abs,, — absorvancia do branco

m — declive da reta de calibragéo

m, —Massa da amostra (em gramas)

2.6.3 Meétodo das espécies reativas ao acido 2-tiobarbitlrico
(TBARS)

A determinacdo da oxidacdo lipidica através do método TBARS seguiu o
protocolo descrito na literatura (Oxford Biomedical Research, 2013) e (Williamson et al.,
2003).

2.6.3.1  Material e Equipamento

e Banho termostatico Bandelin, Sonorex Digital 10P (Darmstadt, Germany),
Temperatura maxima 80 °C

e Leitor de placas BioTek, Synergy HT

e Microplacas de 96 pogos

e Tubos de eppendorf de 5 mL

e Vortex analogico Heidolph, 300-2500 rpm

e Banho de Ultrassons, Ultrassons-HD com Aquecimento 5LT Selecta

e Centrifuga, Thermo Scientific, Heraeus, Megafuge 16R

2.6.3.2  Reagentes e Solventes

e 1,1,3,3-Tetramethoxypropane 99% da Sigma-Aldrich
e 2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT) da Sigma-Aldrich
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e Acido 2-tiobarbiturico (TBA) > 98% da Sigma-Aldrich
e Acido cloridrico da Honeywell (Algés, Portugal)

e Acido tricloroacético (TCA) da Merck

e Agua ultrapura

e n-Hexano 99,5% da Carlo Erba (Algés, Portugal)

Para a determinacdo do TBARS foi necesséria a preparacao das solucgdes de (1) a
(5). O procedimento seguido na preparacéo destas solucdes encontra-se descrito no D.1

Preparacao das solucgdes.

(1) Solugédo de &cido tricloroacético (TCA) a 5%

(2) Solucdo de BHT 0,8% em n-hexano

(3) Solucao de acido cloridrico 0,25 M

(4) Solucdo de acido 2-tiobarbitarico (TBA) 4,7 g/L

(5) Solucdo mée Padréo de malonaldeido (MDA) 1 mg/L

2.6.3.3  Procedimento Experimental

Inicialmente, para obtengéo da curva de calibracdo, foram preparadas 5 solugdes
padrdo de MDA, com concentragdes compreendidas entre 5,0 e 80,0 pg/L. Sendo que
para a leitura das fluorescéncias foi utilizado um A excitacdo = 485 nm e A emissdo =
590 nm, recorrendo a um leitor de placas da BioTek, Synergy HT.

Foi selecionado este método por fluorescéncia uma vez que as amostras analisadas
ndo desenvolveram coloracdo, o que indicava valores baixos de TBARS. Similarmente,
a selecdo dos A de fluorescéncia foi realizada com base num estudo previamente realizado
(Sousa et al., 2020), uma vez que foi a gama que apresentou melhores.

De forma a eliminar possiveis interferéncias a esta andlise, realizou-se uma

extracao lipidica para cada amostra segundo o procedimento descrito em seguida:
e Adicionar 250 pL da solugdo da amostra em tubos de eppendorf de 5 mL;

e Adicionar 2,25 mL de TCA a 5%;
e Adicionar 1,25 mL de BHT a 0,8% em n-hexano;
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e Agitar no vortex analdgico durante 1 a 2 minutos e centrifugar a 4500 rpm durante
5 minutos;

e Retirar aliquotas de fase aquosa isenta de n-hexano.

A determinacdo da TBARS foi realizada com base no procedimento descrito na

Figura 2.1, e o procedimento para a preparagdo das solugdes padrdo e branco podem ser
consultados no Anexo D.3.

[ Retirar 1 mL de amostra | ( )
para tubos de eppendorf Preparar 2 aliquotas de 1 Preparar 2 aliquotas de 1
de 5 mL. Preparar 2 mL para as 5 Solugoes mL para a solucéo de

aliquotas para cada Padréo branco
amostra. L
4 N\ 4 N\ 4 N\
|| Q%'S:)?Qa{ ?ncf%ae | | Adicionar 1 mL de | | Adicionar 1 mL de
solugio de TBA solucéo de TBA solucéo de TBA
o J o J o J
(Colocar as amostras | (Colocar os padrﬁes\ ¢ Colocar o branco h
num banho num banho num banho
|| termostéatico a 80°C || termostatico a 80°C termostatico a 80°C
durante 30 minutos, durante 30 minutos, | durante 30 minutos,
de forma a de formaa de forma a
|_Promover a reagao. ) \ Promover a reacao. ) |_Promover a reagdo. |
e - ™\ 4 N\
Retirar as amostras : ~ o )
® Pacsar noriala Retirar os padrdes e Retirar o branco e
A passar por agua fria assar por 4qua fria
— fria corrente de — corrente de forma a [ | P por ag
forma a terminar a T corrente de forn]a a
L reacio. ) L 640. | terminar a reagao.

AN J

Figura 2.1- Procedimento para a preparacdo das amostras, solu¢des padrao e branco para a determinagdo da
concentracgéo de MDA.

ApOs a reacdo das amostras com o TBA ter ocorrido, foram preparadas
microplacas com 180 pL de cada amostra em triplicado, para posterior leitura de
fluorescéncia para os comprimentos de onda indicados. A leitura da fluorescéncia das
solugdes padrdo permitiu a construcdo da curva de calibracéo, onde é possivel obter os

resultados deste ensaio em concentragdo de MDA. Os resultados deste estudo podem ser
consultados na seccdo 3.7.
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2.6.4  Determinacdo do indice de p-anidisina (ipA)

A determinacdo do ipA foi baseada no procedimento descrito na Norma AOCS
Official Method Cd 18-90 (Ye et al., 2020). Este procedimento apresenta duas etapas,
descritas na sec¢do 2.6.4.3, onde primeiro se procedeu a descoloracdo da p-anidisina e

em segundo lugar, a preparacdo da solugcdo da mesma.

26.4.1 Material e Equipamento

e Balanca analitica Mettler Toledo, Mod. MS205DU

e Proveta de 50 mL

e Leitor de microplacas BioTek, Synergy HT

e Microplacas de 96 pogos

e Placa de aquecimento, MR Hei-Standard, Heidolph (Darmstadt, Germany)
e Papel de filtro

e Exsicador

e Microplacas de 96 po¢os

2.6.4.2 Reagentes e Solventes

e Acido acético glacial da Carlo Erba Reagents
e Agua ultrapura

e Carvao ativado da Sigma-Aldrich

e p-anidisina da Merck

e Sulfito de sédio 98-105% da Merck

e [sooctano >99,5%, da Carlo Erba

2.6.4.3 Procedimento experimental

Etapa 1: Descoloracado dos cristais de p-anidisina

A descoloragéo dos cristais de p-anidisina foi realizada com base na Norma AOCS

Official Method Cd 18-90 (Ye et al., 2020), onde este processo é realizado com recurso
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ao uso de carvao ativado, e encontra-se descrito em detalhe no E.1 Procedimento para a

descoloracéo dos cristais de p-anidisina.

Etapa 2: Preparacdo da solucdo de p-anidisina 2,5 mg/mL

Para a preparacdo da solugédo de p-anidisina pesou-se cerca de 1,25 + 0,1 g dos
cristais deste reagente ja descolorados e adicionou-se 50 mL de acido acético. A adicao
de acido acético promove a dissolugéo dos cristais obtendo-se assim uma solucéao de p-

anidisina com concentracao de 2,5 mg/mL em &cido acético.

O procedimento utilizado na preparagdo das amostras para leitura em microplacas,
encontra-se descrito a seguir:

e Em microplacas, adicionar 150 uL da solug¢do sobrenadante de cada amostra
(solucdo obtida na seccdo 2.4), em triplicado e preparar ainda 12 réplicas para 0s
brancos contendo 150 pL da solugao de isooctano;

e Leraabsorvancia a 350 nm no leitor de microplacas;

e Adicionar 30 uL da solugéo de p-anidisina;

e Deixar a mistura a reagir no escuro durante cerca de 10 minutos;

e Ap0s reacdo, ler a absorvancia a 350 nm no leitor de microplacas.

A determinacdo do ipA é obtida através da equacéo 2.5.

10%1,2+(Absg—Absg)

mg

ipA = equacéo 2.5

Onde:
Abs, — absorvancia da amostra apés 10 minutos da reagcdo com a solucdo de p-anidisina
Abs, — absorvancia da amostra antes da adic¢éo da solucéo de p-anidisina

mg — massa de amostra em base seca (em gramas)

2.6.5 Determinacao do valor total de oxidacéo (TOTOX)

A avaliagdo do TOTOX inclui ambos os produtos primarios e secundarios

derivados do processo oxidativo.
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Sendo que segunda a equacéo 2.6, é possivel determinar o valor total de oxidacgéo

para cada amostra de log&o corporal em estudo.

TOTOX = ipA+ 2 +1P equacéo 2.6

2.6.6  Analise estatistica

A normalidade dos dados foi avaliada pelos testes de Kolmogorov—Smirnov e
Shapiro-Wilk. Os valores das determinacgdes foram representados como média + desvio
padrdo e as comparacgdes entre 0s grupos foram feitas pelo teste de Mann-Whitney, com
nivel de significancia de p < 0,05. O estudo das correlacdes foi realizado recorrendo a
matrizes de correlagdo de Pearson, com o intuito de explorar as associacGes entre a
composi¢do quimica das amostras e bioatividade.

Para a analise dos dados obtidos utilizou-se a convencao apontada por (Akoglu,
2018). Assim, para um valor r de 0 ndo ha correlacdo, valores de £0,10 a +0,30 sdo
indicadores de uma correlacdo fraca; entre +0,40 e £0,60 de uma correlacdo moderada;
entre 0,70 e 0,90 de uma correlacdo forte e £1 representa uma correlacdo perfeita, para
niveis de significancia de p < 0,01 e p < 0,05. O programa de software IBMS SPSS para
Windows, versdo 26 (IBM Corp., Armonk, N.Y., EUA) foi usado para realizar as analises

estatisticas.
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3. Resultados e Discussao

3.1 Avaliacao da evolucgao das propriedades
organoléticas ao longo do tempo de
envelhecimento

Na presente secc¢éo foi analisada a evolucdo do aspeto de cada amostra em estudo,
ao longo do periodo de oxidacéo acelerado.

No Anexo B, encontram-se informagdes adicionais quanto ao aspeto e evolugéo
das propriedades organoléticas durante o periodo de oxidagdo das logdes assim como o
registo fotografico nos diversos momentos do envelhecimento. Os pardmetros
organoléticos avaliados foram a fragrancia inicial e desenvolvimento de odor a ranco,
alteracdes de cor, aspeto e textura.

No entanto, o pardmetro organolético que sofreu alteracGes mais significativas foi
0 aspeto, tanto a nivel de cor como em relacéo a separacao das lo¢Ges em fases distintas.

Por outro lado, o desenvolvimento de odor a ranco foi menos significativo. As
amostras A, B e F foram as que apresentaram odor mais notavel a ranco. Globalmente,
este tornou-se percetivel a partir do quarto més, mantendo-se relativamente estavel até ao
final do estudo. Adicionalmente, a maioria das locOes perdeu gradualmente a sua
fragrancia inicial, tornando-se esta impercetivel partir do terceiro més (caso das amostras
E,F,G,H,le)).

E apresentado na Tabela 3.1 um resumo comparativo relativo as alteracdes na
aparéncia das logdes no momento da abertura das embalagens (tempo 0) e apds 6 meses

de envelhecimento em condicdes aceleradas (tempo 6).
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Tabela 3.1- Tabela resumo e comparagéo da alteracdo qualitativa do aspeto ap6s 6 meses de envelhecimento em
relacdo ao tempo inicial.

Amostra Aspeto inicial Aspeto ao fim dos 6 meses
A Loc&o de aspeto leitoso e cor branca. Separagdo em 2 fases, das q“ais,”m liquido
amarelado e um gel transllcido.
B Locdo leitosa com toque aveludado e cor
branca. Separacdo em 3 fases, com alteragdo
c Locdo leitosa com toque aveludado e cor significativa da cor e textura.
rosa-palido.
D Loc&o leitosa com toque aveludado de N&o ocorreu a separacdo de fases, no entanto
E cor branca. verificou-se uma elevada perda de massa e
F Locéo cremosa de cor rosa muito pélido. alteracdo da textura e cor
G Separacdo em 3 fases, uma aquosa, uma
H Locdo cremosa de cor branca cremosa e um gel, a cor ndo sofreu alteracdes
significativas
Né&o ocorreu a separacdo de fases, nem
I escurecimento significativo da amostra, no
entanto verificou-se uma elevada perda de
. massa e mudanca de textura.
Loc&o leitosa de cor branca. p <
N&o ocorreu a separacéo de fases, no entanto
3 verificou-se uma elevada perda de massa e
mudanca de textura e escurecimento
significativo.

3.2 Avaliacdo da perda de massa e teor de

humidade
3.2.1 Resultados da perda de massa

Pela analise dos resultados relativos a perda de massa durante o periodo de
envelhecimento de 6 meses (Figura 3.1), verificou-se que as amostras com maior perda
de massa foram a A e | (ambas com 86%), sendo que as amostras F (com 84%) e J (com

83%) também apresentaram uma perda de massa elevada.

100% o
86% 84% 86% 83%

73% 76%
I I I 1

HA mB mC WD WmE mF mG mH m| =)

80%

60%

35%

40%

26%

20%

Perda de massa (%)

0

X

Figura 3.1- Perda de massa total apds 6 meses de envelhecimento.
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De uma forma geral, a maioria das amostras apresentou uma perda de massa
superior a 50%, com a excec¢éo das amostras B e C, que apresentam uma perda de 35% e
26% respetivamente.

No entanto, pela analise da perda de massa ndo € possivel retirar conclusées
quanto a composicao da amostra, uma vez que este parametro engloba tanto a perda de
agua (teor de humidade) por evaporacdo, como a evaporacdo de compostos volateis
(VOC:s), tais como os aldeidos (Andrewes et al., 2021).

Por outro lado, pela analise da evolucdo mensal da perda de massa para cada
amostra (Figura 3.2 e Tabela F.1), verifica-se que estas podem ser divididas em dois
grupos distintos: por um lado temos amostras que apresentam uma perda de massa
proporcional ao tempo de envelhecimento, como € o caso das amostras F, G, H e I. As
restantes amostras apresentam uma evolugdo ndo linear, uma vez que estas apresentam

um aumento da massa num certo momento do processo de envelhecimento.

100%

80%

60%
40%
s
» i |
A B C D E F G H | J

B % massa Perdida Més 1 B % massa Perdida Més 2 B % massa Perdida Més 3

Perda de massa (%)

B % massa Perdida Més 4 m % massa Perdida Més 5 @ % massa Perdida Més 6

Figura 3.2- Percentagem de perda de massa ao fimde 1, 2, 3, 4, 5 e 6 meses.

Este aumento de massa, ao invés de reducdo como seria de esperar, pode dever-se
a libertagdo de agua em certas fases do processo oxidativo, mas também pela formacéao
de perdxidos, uma vez que um composto ao oxidar fica com mais atomos de oxigénio,
levando ao consequente aumento de massa da molécula. Desta forma os resultados da
perda de massa podem ser comparados com os resultados obtidos para o teste de teor de
humidades (Figura 3.3 e Tabela F.2).

Assim, vemos que a amostra A apresenta um comportamento estavel entre o
terceiro e quarto més, seguido de um aumento da massa entre 0 més 4 (82%) e 5 (81%),

seguida de uma diminuicdo no sexto més. Este resultado € validado ainda pelo teor de
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humidade uma vez que a amostra apresentava um teor de 25% no quarto més e aumento
até aos 28% no quinto més. E ainda possivel verificar que esta amostra apresentou a maior
perda de massa durante os primeiros dois meses, onde sofre uma perda de cerca de 20%.

As amostras B e C apresentam um comportamento similar onde se verifica uma
reducdo da perda de massa no quarto e terceiro més, respetivamente, seguido de um
aumento significativo no quinto més. A amostra C apresenta ainda outro decréscimo na
reducdo da perda de massa no ultimo més, sendo esta a amostra com menor perda de

massa no total do tempo de oxidacéo (26% de perda de massa entre 0 més O e 6).

3.2.1 Resultados do teor de humidade

Quanto ao teor de humidade verifica-se que as amostras B e C apresentaram uma
pequena reducao no seu teor de humidade durante estes primeiros meses (Figura 3.3). No
entanto, as duas amostras apresentaram um comportamento distinto, sendo que no caso
da amostra B € possivel verificar que houve uma constante flutuacao do teor de humidade,
aumentou 3 pontos percentuais entre 0 més 2 e 4 (81% para 84%), seguido de um
decréscimo no quinto més para 80% e consequente aumento no Més seguinte até aos 82%.
Pode verificar-se que ha diferencas estatisticas no teor de humidade entre 0os meses 0 e 2,
0e3,1e4,1e6eaindaentre 0s meses 2 e 3 para p < 0,05. O que leva a concluir que

esta amostra (B) apresenta uma forte resisténcia a perda de humidade.

100,00

80,00

60,00
40,00
S1118 \
0,00 h ]
A B C D E F G H J

Amostra

Teor de Humidade ( %)

HO N] N2 m3 m4 m5 76

Figura 3.3- Evolucéo do teor de humidade para as amostras em estudo durante seis meses de oxidag&o acelerada.
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Ja a amostra C apresenta um aumento do teor de humidade do primeiro para o
segundo més (79% para 83%), e outro aumento entre 0 més 5 para o0 6 (70% para 83%),
no entanto estes resultados ndo tém significancia estatistica (p > 0,05).

As amostras D, E e J, apresentam um comportamento similar entre elas, uma vez
que a perda de massa desacelerou a partir do quarto més no caso da amostra E (passando
de 80% para 76%), sendo que o teor de humidade aumentou gradualmente entre o
segundo e sexto més (de 6,1% para 7,8%), com uma ligeira inflex&o da tendéncia entre o
tempo 3 e 4 (7,3% para 6,6%).

Ja as amostras D e J perderam menos massa do més cinco para o seis (com 77%
para 73% e 84% para 83%, respetivamente), sendo que para ambas as amostras 0s
resultados desta diferenca ndo apresentam significancia estatistica (p > 0,05).
Adicionalmente o teor de humidade da amostra D aumentou significativamente entre o
terceiro e quarto més (6,1% para 11%), enquanto o teor de humidade da amostra J
manteve uma tendéncia decrescente significativa durante os seis meses de estudo (p <
0,05).

Por sua vez as amostras D e E apresentaram um decréscimo do teor de humidade
muito acelerado nos dois primeiros meses, sendo as que atingiram valores mais baixos
durante o sexto més de envelhecimento.

As amostras com comportamento linear (F, G, H e I) apresentam uma perda de
massa constante em cada intervalo de tempo o que pode ser um indicador de que as
reacOes de oxidacao primarias em cadeia ainda estariam a ocorrer. Ap0s 0s seis meses de
oxidacdo é provavel que se comecassem a formar produtos secundarios e a possivel
consequente inversao da tendéncia de perda de massa apés este periodo.

A tendéncia linear observada para a perda de massa é também visivel nos
resultados de teor de humidade, com a excecdo da amostra H que sofreu um ligeiro
aumento de teor de humidade entre o tempo 3 (63%) e 4 (65%) e ainda entre 0 més 5
(61%) e 6 (65%). Estatisticamente, a diferencga entre os meses 3 e 4 é significativa para p
< 0,05. J4 a diferenca de 4% do teor de humidade entre o quinto e sexto més néo é

estatisticamente diferente (p > 0,05).
E ainda importante a comparacdo dos resultados do teor de humidade com o

aumento da massa em relagé@o aos produtos de oxidacao. Esta analise pode ser feita tendo

por base os resultados compilados na Figura 3.4, onde se verifica que a maioria das
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amostras apresenta uma elevada perda de humidade. Principalmente durante os dois
primeiros meses do processo de oxidacdo, com a excec¢do das amostras B, C, He I.

O decréscimo visualizado pode estar relacionado com o facto de estas amostras
serem as que apresentam maior percentagem de ingredientes hidratantes em relagcdo ao
total de ingredientes (Figura 3.4), com a excecdo da amostra | (com apenas 3% de

ingredientes hidratantes na sua composig&o).

35% 34%

30% 7%
21%
20%
14%
15% 13% 12% 10927
0
10% %8%
N . 6% 6% Moy oys%
59% "3% 3% 3% 2%
[ [T e
0%

Hidratante Fragrancia Parafina

MA mB mC WD WE mF mG WH m| m)

Figura 3.4- Presenca de ingredientes com efeito hidratante, fragrancias e parafinas na formulagéo de cada logdo
corporal em estudo.

Por outro lado, a amostra | teve um comportamento de perda de humidade
relativamente linear entre os meses 0 e 3, estabilizando o seu teor de humidade em 38%
nos dois meses seguintes, e baixando até 28% no ultimo més de envelhecimento
acelerado. Estatisticamente, a diferenca no teor de humidade é apenas significativa entre
0 més 4 parao 5 (p <0,05).

Tal como verificado na avaliagdo da perda de massa, também na evolucédo do teor
de humidade é possivel observar uma inversdo da tendéncia. Considerando que algumas
amostras apresentam um aumento do teor de humidade em determinados meses, este
fendmeno pode dever-se ao proprio processo de oxidacdo, onde determinadas reagdes
levam a producdo de agua. No entanto, é também importante ter em conta as variaveis
deste estudo, tais como a variagdo da temperatura da estufa durante o processo de

envelhecimento, assim como o estudo ter sido realizado sem controlo de humidade.
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Comparando os resultados da Figura 3.2 com a Figura 3.4, verifica-se que as
amostras com elevado teor de ingredientes aromaticos (fragancias), como por exemplo, a
amostra A, E, F e |, apresentam a um elevado teor de perda de massa, com a exce¢éo da
amostra C. De notar que as amostras referidas, tém presentes limoneno, linalol e
citronelol, entre outras substancias volateis (Edenilson dos S. Niculau et al., 2013).

No entanto, o baixo teor de perda de massa da amostra C em relacdo as outras,
pode-se dever ao facto de esta conter um elevado teor de ingredientes parafinados na sua
composicdo (como o dimeticone), o que atua de forma a diminuir a volatilidade das

fragrancias presentes (Mamusa et al., 2021).

3.3 Avaliacéo da extracao lipidica

A Tabela 3.2 apresenta os resultados relativos a dissolu¢do das amostras com
isopropanol.
Desta forma é possivel verificar que todas as amostras foram dissolvidas com o

solvente selecionado para este estudo, ainda que algumas apresentassem algum residuo.

Tabela 3.2- Andlise qualitativa do potencial de dissolucao do isopropanol em cada amostra.

Amostra Qualidade da dissolucé@o com isopropanol (Apos vortex e Ultrassons)
AeC Dissolvido

Dissolvido (com formag&o de bola de creme)

B,D,E,F,GeH ‘ Dissolvido (com algum residuo)
‘ Dissolvido (com formacdo de lamela de creme)

3.4 Dienos conjugados em logoes

A partir da Tabela 3.3 é possivel a analise dos resultados obtidos para o ensaio dos
dienos conjugados.
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Periodo de oxidagdo (Meses)

Amostra 0 1 2 3 4 5 6
A 545+<001 5584<001 565:¢<001 552+<001 564+<00l 5724<001 565+<001
B 750+<001  5584<001 523+<001 561+<001 556+<0,01 5514<001 5,64+<001
C 554+<001  568+<00l 562¢<001 557+<001 5604<001 5514<00l 5 63+<001
D 570+<001 5734<001 568+<001 566£<001 5724<00l 5724<001 5 68+<0.01
E 556+<001  556£<001 558+<001 555+<001 559+<0,01 555+<001 553+<001
F 563+<001 564+<001 562+¢<001 566+<001 573+<001 5604<001 5.71+<001
G 561+<001 5824<001 554+<001 567+<001 554+<0,01 575¢<001 5 67+<0.01
H 5.60+<001 5634<001 556£<001 571+<001 548+<0,01 5574<001 5 67+<001
| 550+<001  5594<00L 570+<001 563£<001 563+<00l 565¢<001 5 64+<001
J 551+<001 5524<001 554+<001 559+<001 573+<0,01 5614<001 5,65+<001

Pela anélise da média resultante do ensaio de DC, é possivel verificar que os
valores obtidos sdo muitos semelhantes para todas as amostras e tempos de oxidacao,
rondando os 5-6%, mas foram registadas diferencas significativas entre os valores (p <
0,05).

Para a amostra A, entre 0 més 0 e 0 més 1 verificou-se que ndo ha diferencas
significativas para a razdo de DC, ou seja, o valor medido nestes dois meses (na data de
abertura do creme e um més depois) ndo sdo estatisticamente diferentes (p > 0,05).
Embora seja possivel observar significancia nos resultados de DC em alguns meses do
estudo, tais como na passagem do més 0 para os meses 4 e 5e do més 1 parao 4 e 6, entre
outros.

Quando comparadas as amostras entre si no més 0 verifica-se que existem
diferencas significativas para o resultado de DC, com as exce¢des da relagcdo entre as
amostras A/H, A/l, C/D, C/G, E/H, F/G e H/I para os valores de DC (p > 0,05).

Ja para o més 6, verifica-se que existem diferencas significativas para quase todas
as amostras para os valores de DC (p < 0,05), com as excecdes das relagdes entre as
amostras A/H, A/l, C/G, D/F e F/G.

O aumento do teor do DC, em particular nos meses finais do envelhecimento
podera ser um indicador de que a taxa de formacao do DC é superior a sua decomposicao.
Por outro lado, esta tendéncia de aumento do teor pode ser explicada pela presenca de
compostos secundarios que se formam na ultima fase do envelhecimento e também
absorvem na regido do UV.

Apenas as amostras D e E apresentam uma diminuigéo do valor final de DC em
relagdo ao inicial (D0=5,70%, D6=5,68% e E0=5,56%, E6=5,53%), no entanto estas
variacdes ndo sdo significativas quando analisadas estatisticamente (p > 0,05). Esta

diminuicdo provavelmente esté relacionada com a formacao de produtos secundarios de
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oxidacdo. Uma vez que estes produtos secundarios absorvem no comprimento de onda de
272 nm, também a razdo de absorvancias para estas amostras apresenta um aumento mais
significativo do que nas outras amostras.

Por outro lado, esta informacéo pode ser validada pela comparacdo com os teores
dos produtos de oxidacdo secundarios, uma vez que estas amostras (D e E) apresentam
um aumento do valor de ipA bastante acentuado logo no primeiro més do estudo, seguido
de uma estabilizacéo do seu resultado.

A partir da Tabela 3.4 é possivel a analise da razdo de absorvancias entre 272 nm
e 232 nm, onde os valores para as absorvancias a 232 nm indicam o valor de dienos
conjugados no inicio da oxidacdo (valor mais elevado de perdxidos). Por sua vez os
valores lidos na absorvancia de 272 nm indicam o valor de alfa-dicetonas. Assim, quando

mais elevada esta razdo maior sera o teor de produtos secundarios de oxidacao.

Tabela 3.4- Resultados médios obtidos para a razéo de absorvancias de 272 nm e 232 nm, (n=3).

Periodo de oxidacao (Meses)

Amostra 0 1 2 3 4 5 6

A

—=TOTMOO®

1,016+0,002
1,001+0,001
1,043+0,003
1,041+0,004
1,006+0,003
1,035+0,005
1,037+0,005
1,011+0,006
1,016+0,003
1,024+0,001

1,038+0,004
1,006+0,001
1,049+0,002
1,070+0,003
1,020+0,005
1,059+0,006
1,058+0,003
1,021+0,004
1,028+0,002
1,047+0,003

1,048+0,007
1,007+0,002
1,052+0,002
1,067+0,003
1,023+0,000
1,066+0,004
1,051+0,003
1,015+0,002
1,026+0,009
1,075+0,003

1,036+0,003
1,004+0,002
1,046+0,003
1,064+0,002
1,023+0,005
1,065+0,003
1,054+0,007
1,018+0,002
1,025+0,006
1,068+0,008

1,037+0,006
0,997+0,002
1,057+0,012
1,074+0,009
1,019+0,002
1,065+0,001
1,050+0,008
1,024+0,005
1,031+0,007
1,070+0,004

1,025+0,003
1,006+0,002
1,051+0,000
1,065+0,001
1,015+0,004
1,059+0,006
1,058+0,006
1,025+0,004
1,036+0,010
1,074+0,011

1,022+0,007
1,002+0,002
1,052+0,007
1,063+0,001
1,013+0,002
1,069+0,009
1,055+0,005
1,020+0,004
1,034+0,007
1,078+0,002

Uma vez que os valores da razéo obtidos sdo superiores a 1 para todas as amostras,

podemos concluir que as amostras apresentam maior quantidade de dicetonas do que de
dienos conjugados em todas as fases do envelhecimento.

O método dos DC juntamente com os valores de IP sdo os dois métodos mais
usados para a avaliacdo dos produtos primarios de oxidacgdo lipidica. O método DC
apresenta maiores limitacGes quando comparado com o de IP. No entanto, estes dois séo
usualmente realizados no mesmo estudo de forma a relacionar os dados obtidos, sendo
que a leitura dos dienos conjugados na gama de UV oferece informagéo importante
quanto a fase inicial da oxidac&o lipidica, quantificando o teor de hidropéroxidos (Semb
& Kristinova, 2012).
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Por outro lado, este método apresenta limitacdes quanto a sua sensibilidade na
fase secundaria de oxidagdo, uma vez que os produtos secundarios se sobrepGem na
mesma gama de UV. Este método € ainda largamente dependente da composicéo de

acidos gordos da amostra em analise (Semb & Kristinova, 2012).

3.5 Indice de perdxidos em logoes

No estudo da determinacdo do IP foi necessaria a construcdo de uma curva de
calibracdo (Figura C.1) e consequente preparagéo de solucdes padréo de ferro (111). Estes
dados podem ser consultados nas Tabelas C.1 e C.2.

Na Tabela F.3 é possivel a analise dos resultados obtidos para este ensaio, onde
os resultados estdo expressos em meq O./kg de amostra seca. Estes resultados dizem
respeito a média das leituras em triplicado para cada amostra e estdo também

representados graficamente na Figura 3.5.
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Figura 3.5- Evolug&o do IP ao longo de seis meses para cada amostra em estudo.

Verifica-se que de forma geral o valor de IP aumentou ao longo do tempo para
todas as amostras em estudo. No entanto as amostras podem ser divididas em dois grupos
consoante o0s resultados apresentados para este ensaio: amostras A, F, | e J apresentam
variagOes mais significativas do valor de IP ao longo do tempo quando em comparagéo

com as restantes amostras.
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E ainda possivel verificar que o maior incremento do teor de perdxidos deu-se
entre o primeiro e terceiro més, para as amostras A (valor maximo de 1,1 x 10~3meq0,/
kg),1(9,2 x 10~*meq0,/kg), e J (4,8 X 10"*meq0,/kg), no entanto estas variacdes
ndo apresenta significancia estatistica (p > 0,05).

Foi ainda observado, que para as amostras A, | e J os valores estabilizaram ou até
diminuiram a partir do quarto més, este fenémeno de estabilizacdo pode ser explicado
pelo facto de alguns dos compostos geradores de perdxidos serem consumidos de forma
gradual ao longo do tempo.

A amostra F apresenta um comportamento distinto com um aumento do valor de
IP ao longo dos 6 meses atingindo um maximo de 1,1x 1073 meq0,/kg no final do
estudo. Esta amostra € também a que apresenta maior valor ao sexto més.

Por outro lado, a amostra B é a que apresenta menor teor de perdxidos, com
resultados abaixo do limite de detecdo para os meses 0, 2 e 6 e um valor maximo de

6,6x 107° meq0,/kg no més 5.

Como valores de referéncia tomou-se alguns dos exemplos na Tabela 3.5
(Hornero-Méndez et al., 2001) e (Thomsen et al., 2018).

Tabela 3.5- Valores de referéncia para o estudo de IP para diferentes amostras de 6leo vegetal (Hornero-Méndez et
al., 2001) e (Thomsen et al., 2018).

Amostra de 6leo IP (meq O2/kg) inicial IP (meq O2/kg) apos 30
diasa 25°C

Azeite 9,240,74 15+0,38

Oleo de soja 9,3+0,77 13+0,26

Oleo de girassol 18+0,65 23+1,65

Creme tdpico para a pele 0,62+0,01 0,65+0,01

Quando comparados com os valores da Tabela 3.4, verifica-se que a tendéncia de
aumento do valor de IP ap6s um periodo de oxidacdo € similar ainda que a ordem de
grandeza seja consideravelmente distinta entre os resultados deste estudo e os divulgados
na literatura para diferentes amostras: 60leos alimentares (Hornero-Méndez et al., 2001) e
cremes para aplicacdo topica (Thomsen et al., 2018).

Por outro lado, os valores baixos de IP obtidos neste estudo ndo indicam

necessariamente que ndo tenha ocorrido oxidacdo, uma vez que estes resultados podem
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dever-se ao fendmeno de rdpida conversdo dos peréxidos em produtos secundarios de
oxidacdo (Thomsen et al., 2018). Esta interpretacdo pode ser validada pela anélise dos
valores de ipA e TOTOX, uma vez que os peroxidos possivelmente j& sofreram oxidacao
secundaria demonstrado pelos valores de ipA significativamente maiores a partir do
segundo més (amostras C, D, E, F e G) ou terceiro més (amostras A e J).

Os resultados podem ainda dever-se a presenca de agentes quelantes de metais,
como 0 EDTA (presenteem D, E, F, G, H e I), que por sua vez tém impacto na diminuigédo
do valor de IP ao competir com o ferro presente nos reagentes utilizados para este método
(Semb & Kristinova, 2012).

De notar ainda que as solugdes de ferro sdo sensiveis a presenca de oxigénio, uma

vez que este catalisa a sua auto-oxidagéo.

3.6 Resultados da determinacéo do ipA

Os resultados obtidos da determinacdo do ipA encontram-se na Tabela F.5. A
determinacdo pelo método ipA foi realizada em triplicado para cada amostra de creme
nas diferentes fases de oxidagdo em estudo.

O ipA mede o conteddo de aldeidos gerados durante a decomposicdo dos
hidroperdxidos (principalmente 2-alcenais e 2,4-alcadienais). Esta reacdo produz um
composto de cor amarelada que absorve a 350 nm, e uma vez que as amostras ndo sao
submetidas a &cidos fortes ou temperaturas elevadas, existe um menor risco de
degradacdo dos hidropéroxidos (Semb & Kristinova, 2012).

Desta forma, e pela analise dos resultados apresentados na Figura 3.6, verifica-se
uma tendéncia crescente deste parametro para todas as lo¢6es em estudo, ainda que de
forma mais significativa para algumas das amostras, tais como a A (A6=2,4), F (F6=2,8)
e J (J6=3,8).
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Figura 3.6- Evolucdo da formacao de aldeidos para cada amostra ao longo dos seis meses.

O meétodo de ipA guando comparado com os resultados da avaliacdo organolética,
pode confirmar e quantificar a libertagdo de compostos volateis tais como os aldeidos
(que séo responsaveis pela alteracdo do odor das amostras) (Silva et al., 1999).

Desta forma, verificou-se que a amostra A comecgou a apresentar odor a ran¢o no
quarto més, e o seu valor de ipA atingiu um maximo no terceiro més (2,7), estabilizando
no seguinte periodo do estudo, o que indica que esta amostra ao terceiro més ja estaria a
formar produtos de oxidacéo secundarios.

Também a amostra F apresentou os primeiros sinais de odor a rango ao quarto
més, o que estd em linha com os resultados de ipA, uma vez que esta apresenta uma
tendéncia crescente quase de forma linear e atingindo o segundo valor mais elevado de
teor de ipA das 10 amostras em estudo (2,8).

A amostra J, contendo apenas 16 ingredientes € a que apresenta maior valor de
ipA ao sexto més do estudo, o que pode ser justificado pelo 6leo vegetal utilizado ou pela
presenca de um elevado teor de ingredientes parafinados na sua composi¢do. Um destes
compostos pode ser a glicerina que quando submetida a condic¢des de envelhecimento
acelerado, oxida dando origem a um gliceraldeido que é um composto volatil (Thomsen
etal., 2018).

Por outro lado, a amostra J que é a amostra com maior teor de ipA no final dos 6
meses (3,8), ndo se detetou odor a ranco durante a avaliagdo organolética. No entanto,
esta avaliagdo qualitativa da fragréncia das amostras € vulneravel a um elevado erro do

operador e por isso 0s seus resultados devem ser apenas utilizados de forma a comparar
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e validar os resultados quantitativos obtidos a partir de métodos mais precisos,

nomeadamente o método de ipA e de TBARS.

3.7 Resultados da determinacéo do TBARS

Os resultados meédios para o ensaio de TBARS (realizados em triplicado) podem
ser consultados na Tabela F.4 (Anexo F).

Os resultados da determinacdo do TBARS vém expressos em mg/g amostra seca
e foram obtidos com recurso a curva de calibragdo presente na Figura D.1 (Anexo D.3).

Através da andlise da Figura 3.7, verifica-se que para a maioria das amostras a
concentracdo de MDA aumentou ao longo dos seis meses de envelhecimento acelerado.
Os resultados obtidos atraves deste método s&o usualmente correlacionados com o0s
resultados do método de IP, uma vez que o MDA néo é o Unico produto de oxidacdo
lipidica que reage com o TBA (os 4-hidroxialcenais, 2,4-alcadienais e 2-alcenais formam
igualmente um cromogéneo) interferindo na especificidade do método. Também outros
aldeidos nao provenientes do processo de degradacdo lipidica podem reagir com o TBA,
principalmente quando na presencga de um baixo teor de MDA. Por estes motivos, o teste
de TBA é usualmente realizado como complemento ao método de IP (Silva et al., 1999)
e (Barriuso et al., 2008).
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Figura 3.7- Evolucéo da concentracdo de MDA para cada amostra ao longo dos seis meses (ensaio de TBARS).
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No entanto, é notdria a elevada heterogeneidade no comportamento de cada
amostra, ndao sendo por isso possivel a identificacdo de uma tendéncia comum a todas as
logGes corporais em estudo.

As amostras B e C apresentam um comportamento constante e sem alteracdes
significativas na concentracdo do composto avaliado neste estudo (sendo que o0s
resultados destas amostras se encontram compreendidos entre 26,0-38,4 mg/g e 24,8-33,2
mg/g, respetivamente).

Ja as amostras A, D, E, G, | e J apresentam uma elevada variacdo ao longo do
tempo, aumentando e diminuindo a concentracdo de TBARS.

Por outro lado, as amostras F (sendo o valor obtido no inicio do estudo de 82,1
mg/g e no final de 268 mg/g) e H (sendo o valor obtido no inicio do estudo de 63,8 mg/g
e no final de 140 mg/g) apresentam uma variacdo menos acentuada, e um aumento
relativamente constante e estavel ao longo dos seis meses.

A amostra F € ainda a que apresenta um maior valor de concentracdo de MDA no
final do estudo (268 mg/g), juntamente com a amostra J (224 mg/g), o que indica que
estas amostras sofreram uma maior extensdo da degradacdo de hidropéroxidos durante os
seis meses do estudo.

Embora o comportamento varie de amostra para amostra, todas apresentam um
aumento significativo da concentracdo de MDA quando comparado 0 més zero com 0
més seis. Este comportamento é espectavel uma vez que ocorre a formacao de aldeidos
durante o processo de oxidacdo, assim como a formacdo de outras substancias tais como
aldeidos e cetonas que também estes contribuem para o aumento da fluorescéncia nos

comprimentos de onda aplicados neste estudo (Barriuso et al., 2008).

Os valores da literatura para 6leos de alimentagdo de suinos (41 a 622 umol/kg ou
2,95 a 44 mg/kg em equivalentes de MDA) (Shurson et al., 2015) e para a peroxidagéo
em logdes cosméticas com filtro UV (0,2 a 1,2 umol/kg ou 14 a 86 pg/kg em equivalentes
de MDA), verifica-se que sdo valores muito mais baixos quando comparados com 0s
resultados obtidos neste trabalho (Damiani et al., 2010).

As diferencas observadas podem ser devidas as diferentes condicbes de
envelhecimento usadas por (Damiani et al., 2010) que envelheceram a amostra com
recurso a lampadas comerciais de radiacdo UVA, irradiando as amostras a 35 £ 2 °C
durante 15 minutos enquanto neste trabalho as amostras foram deixadas a 45 £ 5 °C

durante 6 meses.
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O método TBARS apresenta, no entanto, algumas limitagfes, uma vez que € um
método menos especifico relativamente a espectrofotometria e ainda por ser altamente
condicionado pelas condicbes a que a reagdo ocorre, dificultando assim a sua
replicabilidade. Desta forma, as condi¢des da reacdo, tais como a temperatura e periodo
ao qual as amostras permanecem no banho termostatico, assim como o pH da solucéo e
presenca de antioxidantes sdo todos fatores que influenciam significativamente a
formacé&o de cor e consequente medicao da concentracdo de MDA.

3.8 Correlagéo entre a presenca de extratos
naturais e o valor de TOTOX

Os resultados relativos aos valores TOTOX meédios foram calculados a partir dos
resultados de Ip e ipA (n=3) e encontram-se na Tabela F.6 e os resultados experimentais,
medidos em triplicado, podem ser consultados na Tabela F.6.

Com base na anélise da Figura 3.8, verifica-se um aumento do valor de TOTOX
para todas as amostras, quando comparado o més inicial com o0 sexto més de
envelhecimento acelerado, ainda que o aumento deste pardmetro ndo tenha sido linear ao
longo do tempo.

As amostras B, C, E e H apresentam um aumento pouco significativo do valor de
TOTOX, o que indica que estas amostras oxidaram pouco durante 0s seis meses de
estudo. No entanto, e principalmente no caso da amostra H, verifica-se um aumento linear
do TOTOX a partir do més quatro, sendo que seria espectavel que este continuasse a
aumentar apds o sexto més de oxidacao.

Por outro lado, as amostras A (A0=0,0850 e A6=2,35) com glicerina, F (F0=0,340
e F6=2,84) com geraniol e 6leo de soja, e J (J0=0,240 e J6=3,80) com manteiga de karité,

sdo as que apresentam maior incremento do valor de TOTOX ao longo deste estudo.
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Figura 3.8- Resultados da evolugéo de TOTOX.

Pela analise da Tabela 3.6 e Figura 3.9, que comparam o valor de TOTOX ao fim
dos seis meses de envelhecimento acelerado aplicados no presente estudo com a presenca
de extratos naturais na formulagdo de cada amostra, verifica-se que a amostra com maior

valor de TOTOX é a J (3,75), e esta contém extrato de 6leo de argao.

Tabela 3.6 - Descrigao dos extratos naturais presentes nas amostras em estudo e respetivos valores de TOTOX no
final do estudo.

Amostra Presenca de Substancias Naturais TOTOX Desvlo

Padrao
A A — Sal Marinho 2,35 <0,1
B B - Extrato de Aloé Vera 0,130 0,02
C C - Extrato de Frutos Vermelhos 0,120 0,01
D D - Extrato de leite de améndoa e 6leo de 158 <01

) cOCO
E E - Oleo de abacaEe e extrato de flor de 0,465 <0,01
caléndula

F F - Extrato de flor de 16tus e leite de arroz 2,84 <0,1
G G - Extrato de cacau 1,01 0,1
H H - Extrato de baunilha 0,380 0,02
I | - Extrato de Oleo de Améndoa 1,27 0,1
J J - Extrato de Oleo de Argdo 3,75 0,2

Também as amostras A (2,35) e F (2,84) apresentam um elevado valor de
TOTOX, sendo que estas apresentam na sua composicao, sais minerais e extrato de flor

de 16tus e leite de arroz, respetivamente.
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Por outro lado, as amostras B (0,130) e C (0,120) apresentam um valor de
oxidagdo reduzido, tendo estas presentes extratos de aloé vera e extrato de frutos

vermelhos, respetivamente.

J - Extrato de Oleo de Argdo I
| - Extrato de Oleo de Améndoa I
H - Extrato de baunilha I
G - Extrato de cacau NG
F - Extrato de flor de I6tus e leite de arroz GGG
E - Extrato de dleo de abacate e flor de caléndula I
D - Extrato de leite de améndoa e 6leo de coco IIIENEGEG_———_

C - Extrato de Frutos Vermelhos

B - Extrato de Aloé Vera

A - Sais minerais I

0,00 050 100 1,50 2,00 250 3,00 3,50 4,00

Figura 3.9- Valor TOTOX para cada creme em estudo, em relagdo a presenca de extratos naturais na composi¢ao de
cada amostra.

Pela andlise dos resultados obtidos, verifica-se que as amostras com extratos de
6leos, com excec¢do da amostra E (0,465), apresentam um maior valor de oxidacgéo, o que
é espectavel devido ao elevado teor lipidico dos 6leos em geral.

Tambeém se verifica que a presenca de extratos de leite vegetal (homeadamente de
arroz ou améndoa) levam a um elevado teor de oxidacdo, como se observa nas amostras
D (1,58) e F (2,84).

Por outro lado, a amostra E que tem presente na sua formulacédo extrato de 6leo
de abacate apresenta um valor de TOTOX relativamente baixo, quando comparado com
as restantes amostras que contém outras fontes de 6leo. Este fendmeno pode dever-se a
presenca de flor de caléndula nesta amostra, uma vez que este extrato oferece uma elevada
protecdo antioxidante, como foi também verificado num estudo realizado (Sousa et al.,
2020).

Verifica-se ainda que a presenca de extratos de plantas e frutas, como a caléndula,
baunilha, cacau, aloé vera e frutos vermelhos contribuem para um baixo teor de oxidacgéo
das amostras em estudo e consequente menor taxa de degradacdo apOs estas serem

submetidas a um processo de envelhecimento acelerado.
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Pela analise da Figura 3.10 ¢é possivel correlacionar os resultados da oxidacao
lipidica com a percentagem de ingredientes com potencial preservante e oxidante em cada
amostra.

De notar que as percentagens apresentadas correspondem a uma estimativa da
presenca de cada ingrediente em relacdo ao total de ingredientes presentes em cada
produto, uma vez que ndo é possivel saber a razdo exata nas formulages em estudo.

Na avaliagdo da percentagem de ingredientes potencialmente preservantes foram
considerados 0s ingredientes com propriedades antioxidantes, antibacterianos e
antimicrobianos. Por outro lado, os ingredientes com potencial oxidativo considerados
foram os humectantes e emolientes. A classificagdo de cada ingrediente conforme a sua

funcdo pode ser consultada no Anexo A.1, Tabela A.1.
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Figura 3.10- Percentagem do numero de ingredientes com propriedades preservantes versus potenciais oxidantes
presentes em cada amostra.

Verifica-se um comportamento diferente em relacdo a amostra B, uma vez que
este foi uma das que apresentou menor teor de oxidacdo, mas quando analisada a sua
composigdo esta apresenta uma elevada percentagem de ingredientes humectantes e
emolientes. Deste forma seria de esperar que a amostra B apresentasse valores elevados
de TOTOX. Por outro lado, um dos ingredientes principais desta amostra é o extrato de
aloé vera, que apesar de ser um ingrediente altamente humectante, também tem

propriedades antioxidantes. Desta forma verifica-se que a analise por este meio nédo €
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muito precisa, uma vez que a classificacdo dos ingredientes € complexa, podendo um

ingrediente atuar em diferentes funcdes.

3.9 Comparacdao dos resultados obtidos pelos
diferentes métodos

Na Figura 3.11, é possivel a comparacao dos resultados obtidos para os diversos
ensaios realizados tendo em conta 0 més de abertura de cada logdo corporal (més 0) e

apos seis meses de envelhecimento acelerado (més 6).
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Figura 3.11- Comparagéo dos resultados dos ensaios de DC, IP, ipA e TBARS para as amostras em estudo quando
abertas (més 0) e apds submetidas a um processo de envelhecimento acelerado durante 6 meses (més 6).

Como descrito anteriormente, verifica-se desta forma que as amostras A, D, F, G,
I e J apresentam um elevado aumento no valor de ipA em relagdo ao més zero.

As amostras D, E, F, H, | e J apresenta, por sua vez um elevado aumento do valor
de TBARS, sendo que as amostras F e J sdo as que apresentam maior diferenca entre o
més de abertura da logcdo corporal e 0 més seis. Uma vez que o ensaio de TBARS esta
relacionado com os produtos secundarios de oxidacdo, pode-se concluir que as amostras
mencionadas sdo as que apresentam maior degradacao de hidroperdxidos.

De forma geral verifica-se que a formacdo dos produtos secundarios é bastante
mais significativa em relacdo aos valores obtidos para a oxidagdo primaria.
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3.10 Avaliacao dos resultados por amostra de logao
corporal

Na presente seccao serdo apresentados os dados relativos aos diversos métodos de

avaliacdo da oxidacdo lipidica por cada amostra em estudo.

3.10.1 Locgdo A

A amostra A tem presente sal marinho como um aditivo natural. A amostra
apresenta ainda um elevado percentual de agentes antibacterianos, como o fenoxietanol,
e potenciais oxidantes, como o palmitato de isopropilo, que atua como um emoliente.

Quando analisado o comportamento desta amostra, pela analise da Figura 3.12,
verifica-se que o seu comportamento é concordante com a composi¢ao, uma vez que a
amostra apresenta uma elevada oxidacgdo lipidica, com um aumento significativo no

segundo més.
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Figura 3.12- Resultados dos diversos ensaios realizados para a amostra A.

Este foi também o momento (més 2) onde o resultado de TBARS atingiu um
maximo (207 mg/g), decrescendo significativamente ao terceiro més. Este
comportamento pode dever-se ao facto de o TBA reagir com aldeidos, em particular com

0 MDA, que por sua vez sofrem alteracGes por serem instaveis e reativos, ou ainda por
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serem mais volateis levando a sua diminuicdo ao longo do tempo (Dasgupta & Klein,
2014).

E ainda possivel verificar que a amostra sofre uma oxidacdo significativa, pela
avaliacdo do valor de ipA, que aumenta consideravelmente do primeiro para o segundo
més, atingindo um valor maximo ao terceiro més do estudo (2,7).

Pela andlise estatistica (Tabela G.1) verifica-se que existe uma correlagao forte
positiva entre 0 TBARS e a razdo de DC, ou seja, quando o TBARS aumenta a razéo de
DC também aumenta para p < 0,01. O mesmo verifica-se entre o ipA e o IP, entre 0 ipA
e 0 TOTOX e ainda entre 0 TOTOX e 0 DC.

Sendo que o0 aumento do TBARS indica um aumento nos produtos de oxidacao
secundarios. J& a correlacdo forte positiva entre o ipA e o IP indica que as duas reacdes
de oxidacdo (priméria e secundaria) estdo a decorrer em simultaneo.

Ja entre o IP e 0 DC ha uma correlacdo média positiva (p < 0,05). Observou-se
ainda uma correlagdo forte negativa entre a humidade e os outros métodos
(nomeadamente com o ipA, IP, TOTOX e DC para um p < 0,01), ou seja, a medida que

a humidade diminui, estes valores aumentam.

3.10.2 LocédoB

A amostra B foi uma das que apresentou um menor valor de TOTOX ao sexto més
quando comparada com as outras amostras. Pela analise da sua composicdo, verifica-se
que esta tem presente extrato de Aloé vera, que apesar de ser um ingrediente altamente
hidratante e até emoliente, também apresenta capacidade antioxidante devido a presenca
de vitaminas e minerais.

Esta amostra apresenta na sua composicdo uma elevada percentagem de
ingredientes emolientes (coco-aprilato/caprato, éter dicaprilico e O6leo vegetal),
hidratantes (extrato de Aloé vera) e antioxidantes (tocoferol).

Pela analise da Figura 3.13, verifica-se que a amostra apresenta um

comportamento relativamente estavel ao longo dos seis meses de estudo.
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Figura 3.13- Resultados dos diversos ensaios realizados para a amostra B.

Os resultados da anélise estatistica para a amostra B (Tabela G.2) mostram que
existe uma correlacéo forte positiva entre 0 TBARS e 0 ipA, assim como entre 0 TBARS
e 0 TOTOX, para p < 0,01. Este aumento dos valores de TBARS e ipA indicam que a
amostra B apresenta um aumento significativo de produtos secundarios.

Por outro lado, o TBARS apresenta também uma correlacdo forte negativa com a
humidade e o DC (p < 0,01), e uma correlacdo média positiva (p < 0,05) com o IP. A
correlacdo média entre 0 TBARS e IP indica que as duas reacGes de oxidacdo ainda estéo
a decorrer em simultaneo, no entanto a reacdao de formacdo de produtos secundarios €
mais significativa que a de produtos primarios, uma vez que existe uma correlacdo mais
forte entre o valor de TBARS e ipA.

J& a humidade apresenta correlagdes fortes negativas com o ipA e TOTOX (p <
0,01), e uma correlacdo média negativa com a razdo de DC (p < 0,05). Entre a humidade
e 0 DC hé& uma correlagéo forte positiva, assim como entre 0 ipA e o TOTOX (p <0,01).
Jaentre 0 ipA e o DC e entre 0 TOTOX e DC verificam-se correlacbes médias negativas
(p <0,05).

3.10.3 Logao C

A amostra C apresenta um comportamento similar & amostra B (Figura 3.14).
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No entanto, a amostra C tem na sua composicao extratos de frutos vermelhos que
atuam como antioxidantes e protetores contra a oxidacao lipidica da amostra. Esta tem
também um elevado teor de ingredientes emolientes (palminato de isopropilo), anti-
bacterianos (fenoxietanol), fragrancias (diversas), e ainda a presenca de parafinas

(dimeticone, citrato de estearato de gliceril, parafina liquida).
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Figura 3.14- Resultados dos diversos ensaios realizados para a amostra C.

Pela analise dos resultados da analise estatistica para a amostra C (Tabela G.3)
verifica-se que existem maioritariamente correlacfes fortes e positivas para p < 0,01,
nomeadamente entre 0 TBARS com 0 ipA, e com 0 TOTOX (indicam o aumento dos
produtos secundarios), entre a humidade e o DC, entre 0 ipA com o IP e TOTOX e ainda
entre o IP e TOTOX. A correlagéo forte e positiva entre o ipA e IP indica que amostra C
ao fim dos seis meses de estudo ainda estaria a sofrer em simultdneo ambas as reagoes
primaria e secundaria.

Verificam-se também relagdes médias positivas entre 0 TBARS e 0 DC e entre 0
TBARS e arazéo de DC (p <0,05).

Por fim, pode-se observar uma correlacdo forte negativa entre a humidade e o IP
(p<0,01).
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3.10.4 LocaoD

Segunda a avaliacdo dos ingredientes da amostra D, esta apresenta ingredientes
com capacidade oxidativa, devido a presenca de humectantes (ciclopentasiloxano,
pentilenoglicol e ureia) e emolientes (diversos, a destacar o 6leo de coco e leite de
améndoas) e hidratantes (agua, propilenoglicol e sodio PCA).

Em contrapartida, a locdo contém ainda diversos ingredientes com potencial anti-
bacteriano (fenoxietanol metilparabeno), anti-microbiano (sorbato de potéssio
propilparabeno) e antioxidante (triglicerideo caprilico/caprico).

Desta forma, e pela comparacdo com a Figura 3.15, verifica-se que o crescimento
acentuado do valor de TBARS nos primeiros meses do estudo, € justificado, uma vez que
a presenca de ingredientes emolientes e humectantes proporcionam a oxidacao lipidica
dos produtos primarios durante esta primeira fase do estudo.
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Figura 3.15- Resultados dos diversos ensaios realizados para a amostra D.

Os resultados da andlise estatistica (Tabela G.4) mostram vérias correlagdes fortes
positivas (p < 0,01), nomeadamente entre 0 TBARS e ipA, IP, TOTOX e razdo de DC,
sendo que a correlacdo destes pardmetros indica que ambas as reagdes (primaria e
secundaria) ainda estariam a decorrer no final do estudo.

Existem também correlagdes fortes positivas (p < 0,01), entre o ipA com o0
TOTOX e razéo de DC e ainda entre 0 TOTOX e a razéo de DC.
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Verificam-se também correlagdes fortes negativas entre 0 TBARS e humidade e
entre a humidade e ipA, IP, TOTOX e razdo de DC.
Sdo ainda verificadas algumas correlagdes médias positivas (p < 0,05)

nomeadamente entre o ipA e IP, 0 IP e TOTOX e ainda entre o IP e razdo de DC.

3.10.5 Logéo E

Pela andlise da Figura 3.16, verifica-se que a amostra E apresenta um
comportamento diferenciado em relacdo as solucBes previamente discutidas. Uma vez
que esta, apresenta um elevado decréscimo do teor de humidade nos dois primeiros meses
do estudo, e um aumento quase proporcional do teor de TBARS. Este fendmeno pode
dever-se a acentuada evaporacdo da fase aquosa assim como dos ingredientes volateis,
como as fragrancias (citronelol, geraniol, limoneno, linalol). Assim como & oxidagdo
priméaria dos ingredientes emolientes (gliceril estearato, glicina de 6leo de soja, 6leo de

sementes de girassol, acido linoleico isomerizado).
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Figura 3.16- Resultados dos diversos ensaios realizados para a amostra E.

No entanto 0 TOTOX ao més seis ndo € muito elevado quando comparado com
as restantes amostras em estudo, isto pode ser justificado pela elevada quantidade de
ingredientes protetores encontrados na formulagéo do produto, tais como antibacterianos,

antimicrobianos e antioxidantes.
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De notar ainda que 0s extratos naturais principais presentes na amostra sao o
extrato do 6leo de abacate e a flor de caléndula. Sendo que o primeiro apesar do elevado
teor lipidico, apresenta também uma elevada estabilidade a oxidacao e ainda presenca de
vitaminas e antioxidantes. J& a flor de caléndula é notoriamente um extrato com elevado

efeito protetor contra o envelhecimento acelerado da matéria gorda.

Quanto a analise estatistica (Tabela G.5) € possivel verificar uma correlagéo forte
positiva (p < 0,01) entre 0 TBARS e 0 ipA, IP e TOTOX, assim como entre 0 ipA e
TOTOX e entre 0 ipA e a razdo de DC, assim como entre 0 TOTOX e razédo de DC.

Estas correlacOes fortes positivas indicam que as duas reagdes de oxidacdo estéo
a decorrer em simultaneo, verificando se um aumento dos produtos de oxidagdo primarios
e secundarios.

Verificam-se também correlacGes fortes negativas entre 0 TBARS e a humidade
e entre a humidade e o IP e a razéo de DC.

Relativamente as correlacbes médias, estas existem entre 0 TBARS e razdo DC

(positiva) e entre a humidade e o ipA (negativa), para p <0,05.

3.10.6 LocaoF

A amostra F apresenta um aumento em incrementos constantes ao longo dos seis
meses, como verificado pela Figura 3.17. Sendo o resultado de TOTOX elevado quando
em comparagdo com as restantes amostras.

Esta contem como extratos naturais o extrato de flor de 16tus e leite de arroz, assim
como diversos ingredientes com propriedades emolientes (cocoato de etilhexil, estearato
de glicerol, 6leo de girassol, &cido linoleico isomerizado, extrato de farelo de arroz, 6leo
de gérmen de arroz, 6leo de ricinio hidrogenado PEG-40), antibacterianas (fenoxietanol
metilparabeno) e um elevado teor de ingredientes com propriedades organoléticas, tais

como o geraniol, limoneno, linalol e fragrancias ndo descriminadas.
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Figura 3.17- Resultados dos diversos ensaios realizados para a amostra F.

Quanto a analise estatistica (Tabela G.6) é possivel verificar uma correlagéo forte
positiva (p < 0,01) entre 0o TBARS e 0 ipA, IP e TOTOX, assim como entre o ipA e IP,
TOTOX e arazdo de DC, sendo que estes resultados sao bastante similares a amostra E.

Estas correlacGes fortes positivas indicam que as duas reagdes de oxidacdo estéo
a decorrer em simultaneo, verificando se um aumento tanto dos produtos de oxidagéo
primarios como secundarios.

Existe ainda uma correlacao forte positiva entre o IP e TOTOX, DC e razdo de
DC, e entre 0 TOTOX e razéo de DC.

Verificam-se também correlacBes fortes negativas entre a humidade e todos os
outros métodos, com a exce¢do do DC (correlacdo média negativa para p < 0,05).

Entre 0 ipA e DC e 0 TOTOX e DC ha uma correlacdo média positiva.

3.10.7 Locdo G

A amostra G contém diversos ingredientes com propriedades emolientes (betaina,
palmitato de etilhexil, estearato de etilhexil, glicose, estearato de glicerol, 6leo de semente
de macadamia, acetato de poliglicerila, manteiga de sementes de cacau), assim como
antioxidantes, contendo ainda extrato natural de cacau.

Apesar da presenca de ingredientes com propriedades antioxidantes (triglicerideo

caprilico/caprico, tocoferol), a amostra apresentou um elevado envelhecimento ao fim
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dos seis meses, com destaque para os resultados elevados de ipA e TBARS entre o quinto

e sexto meses, segundo a anélise da Figura 3.18.
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Figura 3.18- Resultados dos diversos ensaios realizados para a amostra G.

Segundo a analise estatistica da amostra G (Tabela G.7) existe correlacdo forte
positiva entre 0 TBARS e ipA e TOTOX, e entre 0 ipA e TOTOX e arazdo de DC, assim
como entre 0 TOTOX e a razdo de DC (p < 0,01). Todas estas correlagdes indicam um
aumento dos produtos de oxidagdo secundarios.

Verificam-se também correlacdes fortes negativas entre a humidade e todos os
outros métodos, com a exce¢do do DC (que ndo apresenta uma correlacdo significativa)
e com o IP onde a correlacdo é média negativa (p < 0,05). A correlacdo entre 0 IPe 0 DC

também é média negativa.

3.10.8 LocadoH

A amostra H tem na sua composicdo o extrato de baunilha, o que confere
essencialmente propriedades aromaticas, e alguma protegédo contra a oxidacao lipidica.

Pela analise da Figura 3.19, verificou-se que esta apresenta um teor de
envelhecimento (TOTOX) mediano em comparagdo com os resultados das outras

amostras. Este resultado deve-se essencialmente aos resultados do teste de ipA e TBARS,
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sendo que ambos apresentam o seu maior valor ao sexto més e com previsao de aumento

nos meses seguintes, caso o estudo fosse prolongado.
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Figura 3.19- Resultados dos diversos ensaios realizados para a amostra H.

Numa primeira andlise a composi¢cdo da amostra H apresenta ser bastante
equilibrada, e completa, tendo presentes agentes humectantes, emolientes, hidratantes,
parafinas, fragrancias, antioxidantes, antibacterianos e antimicrobianos. Desta forma a
sua complexidade dificulta a analise do impacto dos ingredientes.

Pela analise estatistica da amostra H (Tabela G.8) existe correlacdo forte positiva
entre 0 TBARS e IP e TOTOX, e entre 0 ipA e IP e TOTOX, assim como entre o IP e
TOTOX (p < 0,01). Estas correlagfes indicam que as duas rea¢fes de oxidagdo estdo a
decorrer em simultaneo, verificando-se um aumento tanto dos produtos de oxidagéo
primarios como secundarios.

Jé as correlagdes fortes negativas verificam-se entre 0 TBARS e humidade e entre
a humidade e ipA, IP e TOTOX.

3.10.9 Locgaol

A amostra | apresenta um comportamento semelhante a amostra G, no entanto
com uma perda de teor de humidade mais acentuado e valor de TOTOX no sexto més
ligeiramente mais baixo, como se pode verificar pela analise da Figura 3.20.
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Figura 3.20- Resultados dos diversos ensaios realizados para a amostra |.

Esta solucdo apresenta um elevado teor de ingredientes humectantes (glicol
pentileno, sorbitol) a perda de humidade é notéria ao longo do ensaio. O extrato natural
presente € o extrato de 6leo de améndoa, que tem propriedades emolientes, mas que
apesar de atuar também como antioxidante, os niveis de ipA e TOTOX aumentam
linearmente com o tempo.

Pela analise estatistica (Tabela G.9) existe correlacdo forte positiva entre o
TBARS e ipA, IP, TOTOX e razdo de DC. Assim como entre 0 ipA e TOTOX e razdo de
DC e ainda entre 0 TOTOX e arazdo de DC (p < 0,01). Estas correlac@es indicam que as
duas reacdes de oxidacdo estdo a decorrer em simultaneo, verificando-se um aumento
tanto dos produtos de oxidacdo primarios como secundarios.

Por outro lado, as correlagdes fortes negativas verificam-se entre o TBARS e a

humidade e entre a humidade e todos os outros métodos com a exce¢do do DC.

3.10.10 LocéoJ

Pela andlise da Figura 3.21 verifica-se que a amostra J apresenta um pico de
detecdo de TBARS no primeiro més de envelhecimento acelerado. Poderia pensar-se que
logo no primeiro més de envelhecimento ja existem produtos de oxidacdo secundarios a
serem formados, no entanto, existe uma grande variedade de outros compostos (como

lipidios oxidados, aldeidos saturados e insaturados, sacarose e ureia) que interferem no
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método de TBARS, levando a sobrestimacdo da concentracdo de malonaldeido (Dasgupta
& Klein, 2014).
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Figura 3.21- Resultados dos diversos ensaios realizados para a amostra J.

Por outro lado, os resultados de TBARS quando comparados com os de IP (que
sdo da ordem dos 4 x 10~* meq O2/Kg), levam a concluir que os produtos de oxidacdo
secundarios comecaram a gerar-se logo no primeiro més do estudo, ou seja ocorreu uma
elevada degradacdo dos hidroperoxidos. Por outras palavras, verificou-se que esta
amostra sofreu uma elevada extensdo da oxidac&o lipidica.

A amostra J é a que apresenta maior valor de TOTOX ao fim dos seis meses, ao
comparar este resultado com a sua composic¢ao, verifica-se que esta locao contém diversos
ingredientes com propriedades emolientes (6leo de carogo de Argania spinosa, manteiga
de karité, estearato de glicerina), e antibacteriano (fenoxetanol).

A amostra contém como extrato natural principal o 6leo de argdo, sendo que este
6leo possui um indice de iodo na gama dos 99 a 105 mg/100 g (Gracefruit Limited, 2019).
A manteiga de karité qua também esta presente, contém um indice de iodo de cerca de
70g9/100mg (Okafor Joseph et al., 2017).

Como termo de comparacao, verificamos que o 6leo de soja contém um indice de
iodo de cerca de 127 mg/100g e o 6leo de girassol um indice de iodo de 260 mg/100g
(Graga, C; 2010). Uma vez que quanto maior este indice maior é o potencial oxidativo do
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0leo, pode-se concluir que o 6leo de argéo e a manteiga de karité apresentam um potencial
oxidativo inferior a outros 6leos tambem usados em formulas cosméticas.

Por outro lado, a amostra ndo contém ingredientes com propriedades antioxidantes
e antimicrobianas, o que pode ser a razdo pela qual o valor de ipA aumentou
significativamente no segundo més do estudo. Concluindo-se assim que ndo sO €
importante ter em atengdo aos ingredientes com elevado potencial oxidativo, como

também aos ingredientes protetores ao desencadeamento das reacdes de oxidagao.

A analise estatistica da amostra J (Tabela G.10) mostra ainda que existe uma
correlagéo forte positiva entre 0 ipA e IP, TOTOX, DC e razéo de DC, assim como entre
0 IP e TOTOX, DC e razéo de DC, e finalmente entre 0 TOTOX e DC e razdo de DC e
entre 0 DC e razdo de DC para p < 0,01. Estas correla¢fes indicam que as duas reagdes
de oxidacdo estdo a decorrer em simultdneo, verificando se um aumento tanto dos
produtos de oxidagdo priméarios como secundarios.

Por outro lado, a humidade apresenta correlagdes fortes negativas com todos 0s
metodos (p < 0,01).
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4. Conclusoes

Com o presente trabalho foi possivel a avaliacdo e determinacdo da extensdo do
envelhecimento de log6es corporais com diferentes formulagGes quimicas.

Pela analise sensorial, conclui-se que o envelhecimento acelerado, auxiliado pela
exposicdo das amostras a condi¢cdes controladas de temperatura, promove alteracdes
significativas do aspeto, textura e cor das amostras em estudo. Também se verificaram
algumas alteragcbes em relagdo ao odor (desenvolvimento de rango), no entanto os
resultados foram pouco significativos.

Verificou-se que a composi¢do quimica das lo¢des tem um papel fundamental no
comportamento e extensdo da oxidacdo lipidica. No entanto, a complexidade das
amostras apresenta uma dificuldade quanto a determinacdo do efeito de ingredientes
isolados. De forma geral verificou-se que a presenca de aditivos com propriedades
antioxidantes e antimicrobianas auxiliam na protecdo contra a oxidacdo lipidica e
consequente envelhecimento do produto.

Por fim, foi verificado que a lo¢do que apresentou uma extensdo de oxidacao
lipidica mais significativa, foi a amostra J, tendo presente na sua composi¢do o extrato de
o6leo de argao.

Em contrapartida, a amostra B, com extrato de Aloé Vera, e C, com extrato de
frutos vermelhos, foram as duas lo¢des corporais com valores de TOTOX mais baixos,
tendo por isso sofrido menor oxidagdo lipidica durante os meses do estudo, em
comparagao com as ademais amostras.

As amostras F e J sdo as que apresentam maior diferenca entre o més de abertura
da logéo corporal e 0 més seis. Uma vez que o ensaio de TBARS esta relacionado com 0s
produtos secundarios de oxidagéo, pode-se concluir que as amostras mencionadas sdo as
que apresentam maior degradacdo de hidroperdxidos.

De forma geral verifica-se que a formacdo dos produtos secundarios é bastante
mais significativa em relacdo aos valores obtidos para a oxidagdo primaria.

No entanto, a amostra G é a Gnica que apresenta apenas correlacées significativas
para 0 aumento dos produtos de oxidacdo secundarios, enquanto, que todas as outras
amostras apresentam um aumento significativo de ambos os produtos provenientes da

oxidacdo (primérios e secundarios).
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Por outro lado, todas as outras amostras apresentam correlagdes fortes para ambas
as reacdes de oxidacéo, sugerindo que elas estariam a decorrer em simultaneo.

Conclui-se que a locdo corporal com maior extensdo da oxidacao lipidica foi a
amostra J, uma vez que esta apresenta um valor total de oxidacdo (TOTOX) superior,
3,75. Por outro lado, as lo¢gdes com menor extensdo lipidica no final do estudo foram as

amostras B e C com valores de TOTOX de 0,130 e 0,120, respetivamente.
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5. Sugestoes para Trabalho Futuro

Como proposta de melhoria para trabalhos futuros, seria particularmente
interessante estender o periodo de envelhecimento acelerado, uma vez que seis meses sao
pouco representativos do tempo de vida util de uma locéo corporal. Tal foi constatado,
pois no caso de algumas das amostras, estas ainda estariam a desenvolver produtos
secundarios de oxidacdo durante o sexto més do estudo.

Como proposta para trabalhos futuros, seria também importante proceder a
determinacdo dos compostos volateis, recorrendo a métodos como a cromatografia gasosa
de injecdo direta ou por headspace. Os resultados desta analise poderiam ainda ser
comparados com a avaliagdo organolética e ainda com a perda de massa de forma a

validar os resultados obtidos.
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Anexo A. Categorizacao dos ingredientes
A.1 Emulsbtes em Estudo

Nesta seccao é apresentada uma descricdo dos constituintes e respetivas funcdes dos ingredientes presentes nos rétulos de cada log¢éo corporal em
analise. Na Tabela A.1 é possivel consultar a quantidade presente de cada ingrediente relativamente ao nimero total de ingredientes para cada

locdo corporal em estudo.

Tabela A.1- Estudo da avaliagdo dos ingredientes que podem ter impacto no envelhecimento das lo¢Bes corporais.

Ingrediente
1,2-Hexanediol

Acrylates/C10-30 Alkyl
Acrylate Crosspolymer
Alcohol Denat
Allantoin

Aloe Barbadensis Leaf Juice
Powder
Alpha-Isomethyl lonone

Ammonium
Acryloyldimethyltaurate/\VP
Copolymer

Aqua

Argania Spinosa Kernel QOil
Arginine

Ascorbic Acid

Ascorbyl Palmitate

Benzophenone-4

Categoria
Veiculo (Base)

Agente
estabilizante
Agente
estabilizante
Aditivo (bio)ativo

Aditivo (bio)ativo
Aditivo
organolético
Aditivo
organolético
Aditivo (bio)ativo
Veiculo (Base)
Aditivo (bio)ativo
Aditivo (bio)ativo
Aditivo (bio)ativo
Aditivo (bio)ativo

Funcéao
Emoliente

Emulsificante
Modificador de textura

Hidratante

Hidratante
Fragréncia

Modificador de textura

Hidratante
Emoliente
Aminoécido
Vitamina
Vitamina
Filtro UV

A B C D E
(10/42)
(11/42)  (8/31)
@17)  (3/16)
(10/16)
(21/22)
@17 (16)  (1/22)  (U42)  (1/31)
(15/22)
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(9/43)

(35/43)

(1/43)

(17/38)

(14/38)

(1/38)

(34/38)
(33/38)

(13/44)

(14/44)

(1/44)

(15/44)

(16/44)
(14/44)

| J
(15/17)

(19/29)

(129)  (1/17)
(8/17)



Benzyl Alcohol
Benzyl Salicylate

Betaine

Bisabolol

Butylene Glycol
Butyrospermum Parkii (Shea
Butter)

Calendula Officinalis Flower

Extract
Caprylic/Capric Triglyceride

Carbomer

Cetearyl Alcohol
Cetearyl Ethylhexanoate
Cetyl Alcohol

Cl1 17200

Cl 77891

Citral

Citric Acid (AHA)
Citronellol

Coco-Caprylate/Caprate
Cocos Nucifera Oil
Collagen Amino Acids
(Colagénio)

Coumarin

Agente
estabilizante
Aditivo
organolético
Veiculo (Base)

Aditivo
organolético
Agente
estabilizante
Veiculo (Base)

Aditivo (bio)ativo

Aditivo (bio)ativo

Agente
estabilizante
Aditivo
organolético
Agente
estabilizante
Agente
estabilizante
Aditivo
organolético
Aditivo
organolético
Aditivo
organolético
Aditivo (bio)ativo
Aditivo
organolético
Veiculo (Base)

Veiculo (Base)
Aditivo (bio)ativo

Aditivo
organolético

Modificador de textura (15/17) = (15/16)
Fragrancia

Emoliente

Fragrancia
Modificador de textura
Emoliente
Antioxidante

Antioxidante

Emulsificante (9/17)

Modificador de textura (6/17)  (8/16)
Emulsificante

Emulsificante

Pigmento

Pigmento

Fragrancia

Aminoacido (13/16)

Fragréncia (16/17)

Emoliente (4/16)

Emoliente

Aminoéacido

Fragréncia

86

(18/22)

(5/22)

(22/22)

(20/22)

17/22)

(19/22)

(3/42)
(12/42)

(13/42)

(42/42)

(14/42)
(15/42)

(41/42)
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(9/31)

(4/31)
(10/31)

(11/31)

(31/31)

(27/31)

(36/43)

(37/43)

(10/43)

(11/43)

(38/43)

(13/38)

(11/38)

(5/38)

(36/38)

(41/44)

(18/44)
(19/44)

(20/44)

(4144)

(21/44)

(20/29)

(15/29)

(3/29)

(21/29)

(9/17)

(7117)

(3/17)



Cyclopentasiloxane
Decylene Glycol

Dicaprylyl Ether
Dimethicone

Dimethiconol
Dipropyl Heptyl Carbonate
Disodium EDTA

D-Limonene

Ethylhexyl Cocoate
Ethylhexyl Palmitate
Ethylhexyl Stearate
Ethylhexylglycerin

Eugenol

Fructose

Geraniol

Glucose

Glycerin

Glyceryl Glucoside
Glyceryl Laurate

Glyceryl Stearate

Glyceryl Stearate Citrate
Glyceryl Stearate SE

Glycine Soja Oil (soybean oil)
Glycol Stearate

Veiculo (Base)
Veiculo (Base)

Veiculo (Base)
Veiculo (Base)

Aditivo (bio)ativo
Aditivo (bio)ativo
Aditivo
organolético
Aditivo
organolético
Veiculo (Base)

Veiculo (Base)
Veiculo (Base)

Agente
estabilizante
Agente
estabilizante
Aditivo (bio)ativo
Aditivo
organolético
Veiculo (Base)

Agente
estabilizante
Aditivo (bio)ativo
Aditivo
organolético
Veiculo (Base)

Veiculo (Base)

Agente
estabilizante
Veiculo (Base)

Agente
estabilizante

Humectante
Emoliente

Emoliente
Parafina

Hidratante
Filtro UV

Modificador de textura
Fragrancia

Emoliente
Emoliente
Emoliente

Modificador de textura
Anti-bacteriano

Apaziguante
Fragréncia
Emoliente

Modificador de textura

Hidratante

Modificador de textura

Emoliente
Parafina
Emulsificante

Emoliente

Emulsificante

(6/16)
(8/17)

(14/16)
(17)  (2/16)
(G/17)  (5/16)

87

(8/22)

(14/22)

(4122)

(9/22)

(7122)

(16/42)
(17/42)

(4/42)

(18/42)

(2142)

(19/42)

(5/42)
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(12/31)

(5/31)

(13/31)

(28/31)

(2/31)

(14/31)

(15/31)
(6/31)

(12/43)

(7/43)
(13/43)

(14/43)

(5/43)

(39/43)

(2/43)

(15/43)

(8/43)

(7138)

(4138)
(2138)

(23/38)

(22/38)
(3/38)

(19/38)

(8/36)
(6/38)

(7/44)

(6/44)
(22/44)

(42/44)

(3/44)
(8/44)

(43/44)

(23/44)

(24/44)
(2/44)

(25/44)

(10/44)

(10/29)

(16/29)

(28129)

(24129)

(23129)

(5/29)

(12/17)

(2/17)

(5/17)



Helianthus Annuus Seed Oil
(sunflower oil)
Hexyl Cinnamal

Hydroxycitronellal
Hydroxypropyl Starch
Phosphate

Isoeugenol

Isohexadecane

Isomerized Linoleic Acid

Isopropyl Myristate

Isopropyl Palmitate
Lactic Acid
Limonene

Linalool

Macadamia Ternifolia Seed Oil

Maltose

Maris Sal (Sal marinho)

Methylparaben

Nelumbo Nucifera Flower
Extract
Octyldodecanol

Oryza sativa Bran Extract
Oryza sativa Germ Oil

Palmitic Acid

Panthenol

Veiculo (Base)

Aditivo
organolético
Aditivo
organolético
Agente
estabilizante
Aditivo
organolético
Aditivo
organolético
Veiculo (Base)
Aditivo
organolético
Veiculo (Base)
Aditivo (bio)ativo
Aditivo
organolético
Aditivo
organolético
Veiculo (Base)
Aditivo
organolético
Aditivo
Agente

estabilizante
Aditivo (bio)ativo

Aditivo
organolético
Veiculo (Base)
Veiculo (Base)
Aditivo
organolético
Aditivo (bio)ativo

Emoliente

Fragrancia

Fragrancia
Emulsificante
Fragrancia
Modificador de textura

Emoliente

Modificador de textura

Emoliente
Aminoacido
Fragréncia

Fragrancia

Emoliente

Modificador de textura

Anti-inflamatério

Anti-bacteriano
Hidratante
Modificador de textura

Emoliente
Emoliente

Modificador de textura

Apaziguante
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(20/42) ~ (16/31)
(7/16)
(21/42)  (17/31)
(3/17) (3/22)
(22/42)
(14/17) (16/22) (29/31)
(13/17) (30/31)
(7117) (10/22)
(13/22)  (23/42) (18/31)
(8/42)
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(16/43)
(40/43)

(41/43)

(17/43)

(18/43)

(19/43)
(42/43)

(43/43)

(20/43)
(21/43)
(4/43)

(22/43)
(23/43)

(22/29)

(25/29)

(27129)

(9/44)

(4/29)

(26/29)

(44/44)  (18/29)

(15/38)

(25/38)  (26/44)

(12/38) (8/29)



Paraffinum Liquidum

Parfum

PEG-100 Stearate

PEG-40 Hydrogenated Castor
Oil

PEG-8

Pentaerythrityl Distearate

Pentylene Glycol
Pérsea Gratissima Oil
Petrolatum
Phenoxyethanol

Polyglyceryl Acetate
Polyglyceryl-2 Seq Isostearate

Polysorbate 80

Potassium Lactate

Potassium Sorbate

Propylene Glycol
Propylparaben

Prunus Amygdalus Dulcis Oil

Prunus Amygdalus Dulcis Seed
Extract
Sine Adipe Lac

Sodium Acrylate/Sodium
Acryloyldimethyl Taurate
Copolymer

Veiculo (Base)
Aditivo
organolético
Aditivo
organolético
Veiculo (Base)

Agente
estabilizante
Aditivo
organolético
Veiculo (Base)

Veiculo (Base)
Veiculo (Base)

Agente
estabilizante
Veiculo (Base)

Agente
estabilizante
Agente
estabilizante
Veiculo (Base)

Agente
estabilizante
Aditivo (bio)ativo

Agente
estabilizante
Veiculo (Base)

Veiculo (Base)

Aditivo (bio)ativo

Aditivo
organolético

Parafina

Fragrancia
Modificador de textura
Emoliente
Modificador de textura
Modificador de textura

Humectante
Emoliente
Parafina
Anti-bacteriano

Emoliente

Emulsificante
Emulsificante

Emoliente

Anti-microbiano

Hidratante

Anti-microbiano

Emoliente

Emoliente

Apaziguante

Modificador de textura

(17/17)

(12/17)
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(16/16)

(2122)
(21/22)

(12/22)

(24142)
(7/42)

(25/42)

(26/42)

(9/42)
(27/42)

(28/42)
(29/42)

(30/42)
(31/42)

(32/42)
(33/42)

(34/42)
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(19/31)

(7/31)

(20/31)
(21/31)
(22/31)

(23/31)

(24/43)

(25/43)

(6/43)
(26/43)

(27/43)

(28/43)

(29/43)
(30/43)

(31/38)

(9/38)

(10/38)

(18/38)

(38/38)

(21/38)

(27/44)

(11/44)

(28/44)

(12/44)

(29/44)

(39/44)

(30/44)

(40/44)

(2129)
(14/29)

(13/29)

(29/29)

(6129)

(4/17)
(13/17)

(6/17)

(10/17)



Sodium Carbomer
Sodium Cetearyl
Sodium Cetearyl Sulfate
Sodium Chloride

Sodium Hyaluronate
Sodium Hydroxide

Sodium Lactate

Sodium PCA
Sorbitan Caprylate
Sorbitan Monooleate

Sorbitan Stearate

Sorbitol
Stearamide AMP

Steareth-21
Stearic Acid
Tetrasodium EDTA

Theobroma Cacao Seed Butter
Tocopherol

Tocopheryl Acetate
Tocopheryl Fruit Extract

Trehalose

Trideceth-9

Aditivo
organolético
Aditivo
organolético
Aditivo
organolético
Aditivo
organolético
Aditivo (bio)ativo
Aditivo
organolético
Aditivo
organolético
Aditivo (bio)ativo

Aditivo (bio)ativo

Agente
estabilizante
Agente
estabilizante
Veiculo (Base)
Aditivo
organolético
Aditivo
organolético
Agente
estabilizante
Aditivo
organolético
Veiculo (Base)

Aditivo (bio)ativo
Aditivo (bio)ativo
Aditivo (bio)ativo

Aditivo
organolético
Aditivo
organolético

Modificador de textura
Modificador de textura
Modificador de textura
Modificador de textura

Hidratante
Modificador de textura

Modificador de textura

Hidratante
Apaziguante

Emulsificante
Emulsificante

Humectante

Modificador de textura
Modificador de textura
Emulsificante

Modificador de textura

Emoliente
Antioxidante
Vitamina
Antioxidante

Modificador de textura

Modificador de textura

(11/17)

(10/17)
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(12/16)

(11/16)

(11/22)

(35/42)

(36/42)

(6/42)

(37/42)

(38/42)
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(24/31)

(3/31)

(25/31)

(31/43)

(32/43)

(3/43)

(33/43)

(27/38)

(37/38)
(28/38)

(26/38)

(35/38)

(16/38)
(32/38)

(31/44)

(32/44)
(38/44)

(33/44)

(34/44)

(35/44)

(36/44)

(11/29)

(7129)

(9/29)

(17/29)

(17/17)

(16/17)

(11/17)



Triethanolamine

Urea
Vegetable Oil

Xanthan Gum

Aditivo
organolético
Veiculo (Base)
Veiculo (Base)
Aditivo
organolético
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Modificador de textura

Humectante
Emoliente

Modificador de textura
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A.2 Amostragem e Preparacao

A Tabela A.2 apresenta a massa pesada, em gramas, para cada amostra de logédo
corporal, para todos os tempos em analise, assim como a avaliacdo da massa perdida

durante o envelhecimento, em gramas.

Tabela A.2- Registo da massa inicial pesada, em gramas, para cada amostra de locé&o corporal, assim como massa
pesada apds tempo de envelhecimento respetivo, em gramas, e registo da massa perdida durante o envelhecimento,
em gramas.

Amostra Massa logdo Massa amostra apos Massa perdida % massa
corporal (g) envelhecimento (g) durante perdida
envelhecimento (g)

AO 12,8685 - - -

Al 13,2490 5,24526 8,00369 62%
A2 13,0450 2,89963 10,1453 79%
A3 13,0151 2,47176 10,5433 82%
A4 12,8537 2,34584 10,5078 82%
A5 13,0736 2,59371 10,4798 81%
A6 13,4409 2,41107 11,0298 86%
BO 12,5438 - - -

B1 13,7109 11,7828 1,92813 15%
B2 12,8304 9,77935 3,05108 24%
B3 13,4517 10,0734 3,37827 26%
B4 12,7102 9,82811 2,88208 22%
B5 12,9785 8,31366 4,66482 36%
B6 13,4679 8,92425 4,54367 35%
co 12,9352 - - -

C1 12,9440 10,9176 2,02640 16%
Cc2 13,0824 9,78191 3,30048 26%
c3 13,3938 10,5064 2,88746 22%
ca 12,9725 9,94352 3,02893 24%
c5 13,5411 9,92678 3,61436 28%
C6 13,2500 9,84857 3,40140 26%
DO 13,6584 - - -

D1 13,2868 6,15053 7,13630 55%
D2 13,5632 4,33227 9,23088 72%
D3 13,9117 4,38306 9,52865 74%
D4 14,3373 4,54406 9,79322 76%
D5 14,3888 4,54111 9,84767 7%
D6 13,8197 4,37074 9,44900 73%
EO 14,0674 - - -

E1l 13,8436 6,36500 7,47858 58%
E2 14,4025 4,43323 9,96928 1%
E3 14,6048 4,41220 10,1926 79%
E4 14,8914 4,54156 10,3499 80%
E5 14,0365 4,25111 9,78534 76%
E6 14,0870 4,27456 9,81244 76%
FO 13,9212 - - -

F1 13,4480 7,46400 5,98395 47%
F2 13,8385 5,96504 7,87343 61%
F3 13,6328 4,91920 8,71363 68%
F4 13,6232 3,98370 9,63953 5%
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13,8993
13,8062
13,6047
13,5633
13,6489
13,7075
14,1226
14,0727
14,3068
13,9684
14,5695
14,6913
13,5586
14,7969
14,7975
14,0074
14,0329
13,7629
14,5672
14,6263
14,1476
14,3297
14,2490
13,3803
13,6169
13,4477
13,1905
13,4440
13,3721
13,1362

3,60140
3,00832

10,4310
9,17226
7,55490
7,10889
6,52691
6,25682
11,3407
9,94159
7,36485
8,27746
6,91273
5,79668
8,56892
6,65943
5,13103
4,17894
3,78012
3,23974

5,65620
3,74545
2,72718
2,65167
2,54166
2,44433

94

10,2979
10,7978

3,12518
4,47659
6,15261
7,01373
7,54581
8,04995
3,22882
4,74974
6,19370
6,51943
7,88474
8,21074
5,19398
7,90775
9,49525
9,96863
10,5496
11,0093

7,96068
9,70226
10,4633
10,7923
10,8305
10,6919

80%
84%

24%
35%
48%
55%
59%
63%

25%
37%
48%
51%
61%
64%

40%
61%
74%
7%
82%
86%

62%
75%
81%
84%
84%
83%
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Anexo B. Analise Sensorial Apos Periodo de Oxidacao

Tabela B.

No Anexo B.1 é possivel consultar os resultados obtidos para cada lo¢&o ap6s o periodo de oxidacdo de 6 meses.
Na Tabela B.1 podem ser consultados e comparadas as propriedades organoléticas de cada logéo relativas ao tempo zero.
Na Tabela B.2 pode-se consultar a evolucdo das propriedades organoléticas e perda de massa ao longo dos seis meses.

A escala de perda de massa considerada foi a seguinte:

Perda de massa entre 0 a 3 gramas — definido como “Pouco”
Perda de massa entre 4 a 6 gramas — definido como “M¢édio”

Perda de massa superior a 7 gramas — definido como “Elevado”

1- Tabela Comparativa das Propriedades Organoléticas no Tempo Zero.

Amostra  Fragrancia Cor Aspeto Leitoso Liquido Aveludado Cremoso Absorcao Empacotamento Registo

Fotogréfico

A0

BO

Co

DO

Leve Branco Translicido X X Répida Facil
Leve Branco Translucido X X Normal Fécil
Intenso Rosa palido Translicido X X Normal Dificil
Intenso Branco Opaco brilhante X X Normal Dificil
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EO Presente Branco Opaco brilhante X X Normal Dificil : Y
Ligeiramente e il
FO Intenso 9 . Opaco brilhante X X Normal Muito dificil (Bolhas) e
Rosa palido
GO Intenso Branco Opaco brilhante X X Normal Muito dificil (Bolhas)
HO Leve Branco Opaco brilhante X X Normal Muito dificil (Bolhas) ‘
. Féacil (Bolhas
10 Intenso Branco Opaco brilhante X X X Normal
pequenas)
Jo Intenso Branco Transltcido X X Rapida
Tabela B.2- Tabela com evolucao das propriedades organoléticas ao longo do tempo.
Perda de Massa o . .
Amostra o Fragrancia N°fases Branco Bege Rosa Aspeto Leitoso  Liquido  Aveludado  Cremoso Gel Bolhas
(Qualitativa)
Al Elevado Leve 1 X Semi-Translicido X X
B1 Pouco Leve 4 X Transltcido X X X X
C1 Pouco Intenso 4 X Translucido X X X X
D1 Elevado Intenso 2 X Opaco X X X
E1l Elevado Leve 3 X Opaco X X X
F1 Médio Leve 3 X X Opaco X X
Gl Pouco Impercetivel 2 X Opaco X X
H1 Pouco Leve 2 X Opaco X X
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J1
A2
B2
Cc2
D2
E2
F2
G2
H2

J2
A3
B3
C3
D3
E3

F3

G3

H3

J3

A4

B4

Médio
Elevado
Elevado

Pouco

Pouco
Elevado
Elevado
Elevado

Médio

Médio
Elevado
Elevado
Elevado

Pouco

Pouco
Elevado

Elevado

Elevado

Médio
Médio
Elevado

Elevado

Elevado

Pouco
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Presente
Impercetivel
Impercetivel

Leve
Leve
Leve
Impercetivel
Leve
Impercetivel
Leve
Leve
Impercetivel
Leve
Presente
Leve
Presente

Impercetivel
Impercetivel

Impercetivel
Impercetivel
Impercetivel
Impercetivel
Rango muito
leve
Ranco muito

leve

P P, DR NN DN DN WWwWwWw N DD WwN W

N

N N W W

X

X

X X

X X X X

X

X

Semi-Translucido
Semi-Translucido
Tranllcido X
Semi-Translucido
X Opaco
Opaco
Opaco
Translucido X
Semi-Translucido X
Opaco
Semi-Translucido
Opaco
Transltcido
Translucido
X Translucido
Opaco
Opaco
Opaco/Semi-
Translucido
Transldcido
Translucido
Semi-Translucido

Opaco

Transltcido

Semi-Translucido
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X X X X X

X X X X

X X X X

X X X X X X X

X X X X X
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C4

D4
E4

F4

G4

H4

J4

A5

B5

C5

D5

E5

F5

G5
H5

J5

Pouco

Elevado
Elevado

Elevado

Elevado

Elevado

Elevado

Elevado

Elevado

Elevado

Elevado

Elevado

Elevado

Médio
Médio
Elevado

Elevado

Elevado
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Impercetivel

Impercetivel
Impercetivel
Ranco muito
leve
Impercetivel
Rango muito
leve
Rango muito
leve
Impercetivel
Rango muito
leve
Rango muito

leve
Impercetivel

Impercetivel
Ran¢o muito
leve
Ranco muito
leve
Impercetivel
Impercetivel
Impercetivel

Impercetivel

P, W W

X

X X X X

Opaco/Semi-
Transldcido
Opaco
Opaco

Opaco
Opaco/Transltcido

Opaco/Transltcido

Semi-Translicido
Opaco
Transllcido

Opaco/Semi-
Translucido
Opaco/Semi-
Transldcido
Opaco

Opaco

Opaco

Opaco/Translucido
Opaco/Transltcido
Opaco
Opaco
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A6

B6

C6

D6

E6

F6

G6
H6

J6

Elevado

Elevado

Elevado

Elevado

Elevado

Médio
Médio
Elevado

Elevado
Elevado
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Rango muito
leve
Rango muito

leve
Impercetivel

Impercetivel
Rango muito
leve
Rango muito
leve
Impercetivel
Impercetivel
Impercetivel

Impercetivel

Ll R O N O]

X

X X X X
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Transltcido

Opaco/Semi-
Transllcido
Opaco/Semi-
Transldcido

Opaco

Opaco

Opaco

Opaco/Translucido
Opaco/Transltcido
Opaco
Opaco

X

X X X X
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B.1 Analise Sensorial das Propriedades Organoléticas das Loc¢des em
Analise

Amostra A: A amostra apresenta absor¢ao rapida, assim como uma textura leitosa leve e aspeto esbranquicado, ligeiramente translucido,
no entanto deixa uma sensagéo fresca ao toque e ligeiramente gelatinosa. A fragrancia presente invoca o mar, sendo fresca e levemente
perfumada.

Amostra B: A amostra B é também de absorgéo rapida, embora menos que a Amostra A. A presente formula apresenta sensagao
aveludada. De textura leitosa aveludada, cor branca e levemente transldcido, muito similar a amostra A. Fragrancia doce.

Amostra C: Absorcdo menos rapida que A e B e textura mais aveludada que as duas anteriores. Textura leitosa de cor rosa-palido e semi-
transldcido. Fragancia mais intensa e perfumado a frutos vermelhos e flores. Deixando a pele com um odor doce persistente.

Amostra D: Absorcéo idéntica a amostra C. Textura bastante aveludada e leitosa. Cor branca levemente opaca. Odor perfumado intenso a
coco, com cheiro natural e menos a perfume artificial. Cheiro levemente doce e duradouro. Textura menos liquida e por isso mais dificil
de transferir para os tubos de amostragem. Empacotamento no tubo de ensaio mais dificil.

Amostra E: Textura semelhante a D, com sensagao de creme gordo tradicional e menos aveludado. Cheiro natural, neutro, levemente
adocicado. Aveludado e rico que deixa um aspeto mais esbranquicado na pele depois de espalhado. Cor branca, ligeiramente opaca e
brilhante. Empacotamento idéntico a amostra D.

Amostra F: Textura muito idéntica a de E. Fragrancia a creme tradicional com notas adocicadas e florais. Menos aveludado e mais
cremoso tal como a amostra E. Cor idéntica a E, ligeiramente rosada, com brilho e opacidade. Foram encontradas bastantes dificuldades
durante o empacotamento e amostragem, tal como nas amostras D e E. Apresenta uma textura mais liquida e menos aveludada.

Amostra G: Textura idénticaa amostra F. Com cor branca e ligeiramente liquido e nutritivo. Cheiro intenso a extratos naturais de coco e
nozes. Cremoso a espalhar. Maior formag&o de bolhas durante o empacotamento.

Amostra H: Textura idéntica a amostra G, mas ligeiramente mais leve e liquida. Cor idénticaa G. Odor mais leve e neutro, com perfume
natural. Formagcéo de bolhas durante o empacotamento, idéntico a amostra G.

Amostra I: Textura cremosa/leitosa. De aspeto branco, opaco e brilhante. Com cheiro perfumado a améndoa e flores. Empacotamento
semelhante & amostra H.

Amostra J: Creme leitoso mais liquido, semelhante a amostra A. De rapida absorcdo. Cor branca, semi-transltcida. Cheiro perfumado a
6leos naturais de plantas. Escorre mais facilmente, no entanto apresenta bastantes bolhas pequenas que desaparecem facilmente durante o
empacotamento.

000060000

Figura B.1- Resumo das propriedades organoléticas no tempo 0 (andlise realizada aquando da abertura da embalagem de cada amostra).
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As figuras que se seguem (B.2 a B.11) dizem respeito ao registo fotogréfico e uma breve descricdo do aspeto de cada amostra em estudo ao longo

dos seis meses.

.

A0 Al A2 A3 A4 A5 Alteracdes na cor A6 Alteracdes na cor
A amostra apresenta Néo foram Alteracdes na cor e Alteracdes na cor e Amostra contituida e textura da amostra. e textura da amostra.
aspeto uniforme e cor verificadas mudancas textura da amostra. textura da amostra. por um liquido

branca

J

.

significativas do
aspeto. Elevada perda
de massa.

J

.

J

.

J

.

amarelo palido

Figura B.2- Registo fotogréafico da evolucdo do aspeto da amostra A, ao longo dos 6 meses de oxidacao acelerada.

--

-

BO B1 Formacdo de 3 B2 B3 B4 B5 B6
A amostra apresenta fases distintas. Fases tornaram se Aspeto permanece Aspeto permanece Aspeto permanece Aspeto permanece
aspeto uniforme e cor mais distintas. Perda constante ao longo constante ao longo constante ao longo constante ao longo
branca. de massa ndo muito dos meses de dos meses de dos meses de dos meses de

J

-

J

.

significativa.

J

-

envelhecimento
acelerado.

J

-

envelhecimento
acelerado.

envelhecimento
acelerado.

envelhecimento
acelerado.

Figura B.3- Registo fotografico da evolucao do aspeto da amostra B, ao longo dos 6 meses de oxidacao acelerada.

101




Avaliacdo do envelhecimento em produtos de cosmética (logBes corporais)

.

Co

Amostra apresenta
aspeto uniforme de

C1

Formacéo de
diferentes fases, com

Cc2

O aspeto permaneu
pouco alterado apartir

C3

Escurecimento da
fase de gel (parafinas)

C4

Aspeto sofreu poucas
alteragdes.

C5

Aspeto sofreu poucas
alteragdes.

Cé

Aspeto sofreu poucas
alterag@es.

cor rosa palido a separacdo de uma do més 2. gue se encontra no
fase aquosa de cor topo do tubo.
rosa e um creme
branco
N\ /L /L /L . \_

Figura B.4- Registo fotogréafico da evolucao do aspeto da amostra C, ao longo dos 6 meses de oxidacdo acelerada.

-

DO D1 D2 D3 D4 D5 D6
Amostra apresenta A amostra encontra- Presenca de bolhas no A amostra apresenta Aspeto da amostra Aspeto da amostra Aspeto da amostra
aspeto uniforme de se maioritariamente topo do tubo e uma textura elastica, manteve-se constante manteve-se constante manteve-se constante

cor branca. agarrada as paredes amostra agarrada as assemelhando-se ao desde o primeiro més. desde o primeiro més. desde o primeiro més.
do tubo. paredes. comportamento das
parafinas.
/L /L O\ O\ O\ '\

Figura B.5- Registo fotogréafico da evolucdo do aspeto da amostra D, ao longo dos 6 meses de oxidagéo acelerada.
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.

EO El E2 E3 E4 E5 E6
Amostra apresenta A amostra encontra-se Presenca de bolhas no A amostra apresenta Aspeto da amostra Aspeto da amostra Aspeto da amostra
aspeto uniforme de maioritariamente topo do tubo e uma textura eldstica, manteve-se constante manteve-se constante manteve-se constante
cor branca. agarrada as paredes amostra agarrada as assemelhando-se ao desde o primeiro més. desde o primeiro més. desde o primeiro més.
do tubo. paredes. comportamento das
parafinas.
/L /L /L /L . .

Figura B.6- Registo fotografico da evolucao do aspeto da amostra E, ao longo dos 6 meses de oxidacao acelerada.

-

FO

Amostra com aspeto
uniforme de cor
branca.

J

-

F1

Amostra apresenta
duas fases distintas e
escurecimento da cor.

J

-

F2

Perda de massa
significativa e maior
escurecimento da cor

de cada fase.

J

-

F3

Aspeto néo sofreu
alteracOes
significativas em
relagdo ao més 2.

J

-

F4

Aspeto néo sofreu
alteracdes
significativas em
relagdo ao més 2.

F5

Aspeto néo sofreu
alteracOes
significativas em
relagdo ao més 2.

F6

Amostra passou a ter
um aspeto uniforme,
apresentando apenas
uma fase de cor
escura.

Figura B.7- Registo fotogréafico da evolucdo do aspeto da amostra F, ao longo dos 6 meses de oxidagéo acelerada.
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LR

GO Gl G2 G3 G4 G5 G6
Amostra com aspeto Aspeto néo sefreu E agora visivel uma Aspeto néo sofreu Aspeto néo sofreu Aspeto nao sofreu Escurecimento da
uniforme de cor alteracdes fase aquoasa semi- alteracOes alteracdes alteracOes fase superior
branca. significativas, apenas transparente no fundo significativas em significativas em significativas em (parafinas).
a formacéo de um gel do tubo. relagdo ao més 2. relacdo ao més 2. relagdo ao més 2.
(parafinas) no topo do
tubo.
- N\ J N\ AN N\ N\ J

Figura B.8- Registo fotografico da evolucao do aspeto da amostra G, ao longo dos 6 meses de oxidacao acelerada.

HO H1 H2 H3 H4 H5 H6
Amostra com aspeto Aspeto néo sefreu Ecurecimento da fase Aspeto néo sofreu Aspeto néo sofreu Aspeto néo sofreu Aspeto néo sofreu
uniforme de cor alteracBes superior (parafinas). alteragdes alteragBes alteracOes alteragdes

branca. significativas, apenas significativas em significativas em significativas em significativas em

a formacéo de um gel relacdo ao més 2. relagdo ao més 2. relagdo ao més 2. relagdo ao més 2.

(parafinas) no topo
do tubo.
. '\ '\l '\ '\ '\ AN J

Figura B.9- Registo fotografico da evolucao do aspeto da amostra H, ao longo dos 6 meses de oxidacao acelerada.
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-

10

Amostra com aspeto
uniforme de cor
branca.

J

-

11

Separagdo de fases:
logdo (quantidade

mais significativa),

gel no topo do tubo.

J

-

12

Aspeto néo sofreu
alteragdes
significativas em
relagdo ao més 1.

J

13

Aspeto néo sofreu
alteragdes
significativas em
relagdo ao més 1.

\- J

-

14

Aspeto néo sofreu
alteracdes
significativas em
relacdo ao més 1.

15

Aspeto néo sofreu
alteracdes
significativas em
relacdo ao més 1.

16

Escurecimento das
fases.

Figura B.10- Registo fotogréafico da evolugao do aspeto da amostra I, ao longo dos 6 meses de oxidagdo acelerada.
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Figura B.11- Registo fotografico da evolugao do aspeto da amostra J, ao longo dos 6 meses de oxidacéo acelerada.
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Anexo C. Determinacio do IP
C.1 Preparacdao das solucoes

(1) Solucéo de ferro (11 =1 mg/mL

Pesar cerca de 0,35 g de solucdo de Hexacianoferrto (1) de potassio trihidratado e
dissolver em 100 mL de agua. Adicionar 2 mL de &cido cloridrico (10 mol/L) e agitar
bem.

Dissolver 15 g de tiossianato de aménio em agua, perfazendo o volume de um baldo

volumétrico de 50 mL.

(2) Solucéo de tiocianato de aménio

Dissolver 15 g de tiocianato de aménio em &gua, perfazendo o volume de um baldo

volumétrico de 50 mL.

(3) Solucdo-mée de cloreto de ferro (II1) 10 pg/mL

Dissolver 0,1000 g de cloreto de ferro (I11) em 10 mL de acido cloridrico (10 mol/L)
num baldo volumétrico de 100 mL.

Adicionar 0,2 mL de solucdo de peroxido de hidrogénio e remover 0 excesso do
mesmo levando a ebulicdo por 5 minutos. Deixar a solucdo arrefecer a temperatura
ambiente.

De seguida perfazer o baldo volumétrico com agua ultrapura.

Na Tabela C.1, é possivel a consulta das massas pesadas para a preparacao das solucées
para a determinacéo do IP.

Tabela C.1- Massas pesadas para a preparacao das solucdes para o método do IP.

Reagente Massa pesada
Tiocianato de aménio ‘ 15,003 g
Hexacianoferrato (11) de potéssio trihidratado 0,3511¢g
Cloreto de ferro (I11) ‘ 0,1080 g
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C.2 Preparacdao das solucbes padrao e
curva de calibracéao

Para a construcdo da curva de calibracdo para o ensaio de IP, prepararam-se 6
solucdes padréo de Ferro 111 com concentragGes compreendidas entre 0,035 e 0,20 pg/mL.
Sendo que os padrdes P1 e P2 foram preparados a partir de uma solu¢éo diluida 10 vezes
da solugdo mae (1,0 pg/mL) e as restantes soluc¢des padréo preparadas com recurso direto
a solucdo mée de concentracao 10,0 pg/mL.

A Tabela C.2, contém as concentracdes de cada solucdo padrdo, e o volume de
solucdo mae necessario para a sua preparacao.

A construcdo da curva de calibracdo foi entdo realizada a partir da leitura da
fluorescéncia de cada amostra para uma gama de absorvancia de 500 nm, Figura C.1.

Tabela C.2- Concentracgdo das soluges padrao preparadas para o ensaio de IP.

[SOI' Padrao] Vsol. Mée de Fe 111

Solucédo Vagua (ML Vfinal (ML
G (ug/m L) (“L) agua( ) final ( )
Branco 0 0 2,00
P1 0,0350 10,00 1,99
P2 0,0500 100,0 1,90
P3 0,0700 20,00 1,98 2,0
P4 0,100 200,0 1,80
P5 0,150 300,0 1,70
P6 0,200 400,0 1,60
Curva de calibracao do IP
1,600
1200 y = 8,5024x - 0,3308
' R?=09617 .-®
£ 1,200
c
9 1,000
R 0
© 0,800
2 0,600 hd
<0
>
5 0,400
3
< 0,200
e @
0,000 0. ®
10,208,000 0,050 0,100 0,150 0,200 0,250

Concentracgdo de Fe lll, em pg/mL

Figura C.1- Curva de calibracéo para o ensaio de IP.

108



Avaliacdo do envelhecimento em produtos de cosmética (logBes corporais)

Anexo D. Determinacao do TBARS
D.1 Preparacao das solucdes

No presente anexo encontram-se descritos os procedimentos utilizados na preparagéo
das solucbes usadas na determinacdo do TBARS. Sendo que a massa real pesada para a
preparacdo de cada solucdo, assim como a concentracdo real encontram-se descritas na
Tabela D.1.

(1) Solucéo de &cido tricloroacético (TCA) a 5%

Pesar cerca de 50 g de TCA e perfazer o volume de um baldo volumétrico de 1000

mL, com agua desionizada.

(2) Solucéo de BHT 0,8% em n-Hexano

Pesar cerca de 200 mg de BHT e perfazer o volume de um baldo volumétrico de 250

mL, com n-Hexano.

(3) Solucéo de &cido cloridrico (HCI) 0,25M

Num baldo volumétrico de 200 mL, adicionar cerca de 9,68 mL de HCI e perfazer o

volume com &gua desionizada.

(4) Solucdo de acido 2-Tiobarbiturico (TBA)

Pesar cerca de 750 mg de TBA > 98% e 30 mL de TCA 5% e adicionar 160 mL de
solucéo de HCI 0,25M, medido em proveta.

(5) Solucdo mée Padréao de malonaldeido (MDA) 1 mag/L

Medir 1 mL da solucio mée de MDA preparada a partir de 1,1,3,3-
Tetramethoxypropane 99% numa proveta e adicionar a um balao volumétrico de 100 mL.

Por fim, perfazer o volume do baldo volumétrico com agua desionizada.
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Tabela D.1- Massas pesadas para a preparacgdo das solucfes para o ensaio de TBARS.

Solucéo Massa pesada
Acido tricloroacético (TCA) a 5% ‘ 50,104 g
BHT 0,8% em n-hexano ‘ 200,50 mg
Acido 2-tiobarbitdrico (TBA) ‘ 750,60 mg

D.2 Curva de calibracdo para o ensaio de
TBARS

Para a construcdo da curva de calibracdo para o ensaio de TBARS, prepararam-se
5 solugdes padrdo de MDA com concentragdes entre 5,0 e 80,0 ug/L, a partir da solugédo
mde diluida 100 vezes.

A Tabela D.2, contem as concentracOes de cada solucdo padrdo, volume de
solucdo mae de MDA, TCA a 5% e isopropanol necessarios a preparacao de cada padréo
assim como para a prepara¢do do branco.

A construcdo da curva de calibracdo foi entdo realizada a partir da leitura da
fluorescéncia de cada amostra para uma gama de fluorescéncia compreendida entre
A=485 nm e A=590 nm, sendo estes o valor de excitagcdo e emissdo respetivamente, Figura
D.1.

Tabela D.2- Concentracdo das soluc@es padrdo preparadas para o ensaio de TBARS.

sol. Fluorescéncia
N N Vsol. Mée de Visopropanol VT1cas% V'otal
Solucéo Padréo (485/590 nm)
mpA (UL) (mL) (mL) (mL)
(Ma/L)
Branco 0 0 1,0 9,000 823,0
P1 50 125 7,375 3157
P2 10 250 7,250 4037
10,0
P3 20 500 2,5 7,000 6354
P4 40 1000 6,500 10527
P5 80 2000 5,500 18406
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Curva de calibracao TBARS

y=211,93x + 1742,2 Py

Fluorescéncia
=
o
o
o
o

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Concentracdo de MDA, em pg/L

Figura D.1- Curva de calibragdo para o ensaio de TBARS.
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Anexo E. Determinacao do ipA

E.1 Procedimento para a descoloragéao
dos cristais de p-anidisina

O procedimento descrito nesta sec¢do foi adaptado da Norma AOCS Official Method
Cd 18-90 (Ye et al., 2020).

1.
2.

Dissolver cerca de 5,0 g de p-anidisina em 100 mL de agua a 75°C.

Adicionar 0,2 g de sulfito de so6dio e 2,0 g de carbono ativado, e agitar por 5
minutos.

Filtrar por papel de filtro.

Arrefecer a solucdo filtrada num banho de gelo a 0 °C, e deixar a esta temperatura
por pelo menos 4 horas ou idealmente durante a noite.

De seguida filtrar novamente a solugdo com recurso a papel de filtro e secar os
cristais obtidos num exsicador.

Transferir os cristais secos para um frasco de vidro escuro para posterior uso na

preparacdo da solucéo de p-anidisina.

Na Tabela E.1, é possivel a consulta das massas pesadas para a preparacao da solucédo

da p-anidisina, tendo em conta também o0s reagentes necessarios a descoloracdo dos

cristais.

Tabela E.1- Massas pesadas para o método de descoloragédo da p-anidisina e consequente preparacdo da solucao.

Reagente Massa pesada (g)
P-anidisina (para descoloragéo) ‘ 5,0029
Sulfito de sodio ‘ 0,2250
Carbono ativado ‘ 2,0172
P-anidisina (descolorada) ‘ 1,26467
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Anexo F. Resultados Experimentais para cada ensaio

O presente anexo contém os dados experimentais e respetivos desvios padrdes para os diferentes ensaios realizados neste estudo.

Na Tabela F.1 podem ser consultados os valores relativos a perda de massa para cada amostra ao longo do tempo de estudo, os resultados
estdo expressos em percentagem.

Tabela F.1- Resultados experimentais da perda de massa, em percentagem.

Periodo de oxidacdo (Meses)

Amostra 1 2 3 7 5 6
A 62 79 82 82 81 86
B 15 24 26 22 36 35
C 16 26 22 24 28 26
D 55 72 74 76 77 73
E 58 77 79 80 76 76
F 47 61 68 75 80 84
G 24 35 48 55 59 63
H 25 37 48 51 61 64
| 40 61 74 77 82 86
J 62 75 81 84 84 83

Na Tabela F.2 podem ser consultados os resultados experimentais para o teor de humidade de cada amostra e respetivos desvio padrdo, em
percentagem e medidos em duplicado.
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Tabela F.2- Resultados da evolucdo do teor de humidade para cada amostra ao longo dos seis meses de processo de oxidacao, em percentagem.

Amostra/Més

=T OTTMOO®m>

0
87+0,90
85+0,60

79+3,3
710,70
72+0,10
82+0,10
79+1,9
75%3,2
84+0,60
86+0,20
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1
62+1,3
83+1,0
83+1,8

250,80
44429
66+1,3

700,40

760,90

770,40

62<0,010

2
35+1,6
81+1,3

80<0,010
8,5+3,3
6,1+1,6
56x1,0
660,90
70+1,90
64+1,2
44+2.9

Teor de humidade (%0)

3
29+2.5
83+0,90
77£1,4
6,1+0,90
7,3+0,80
51+1,2
53+1,0
63+1,2
52+2,0
22+0,30

4
250,90
84+1,3
75+2,2
11+0,90
6,6+1,0
34<0,010
58+0,50
65+2,9
38+3,3
18+0,30

5
28+0,60
80+0,90

70+1,6
8,3+0,90
7,214
28+1,1
54+0,20
61+1,3
38+2,2
16<0,010

Na Tabela F.3 podem ser consultados os resultados experimentais para o ensaio de IP, medidos em triplicado.

Tabela F.3- Resultados experimentais do teste de IP (n=3), em megoz/Kg de amostra seca, durante 0s 6 meses.

Amo
stra/
Més

e=TITOTMMUOm>

0

2,2E-05+<0,010
n.d.
2,1E-05+<0,010
9,5E-05+<0,010
1,1E-04+<0,010
9,9E-05+<0,010
1,8E-04+<0,010
1,7E-04+<0,010
8,0E-05+<0,010
4,2E-05+<0,010

1

2,4E-04+<0,010
2,4E-05%<0,010
5,1E-05+<0,010
1,2E-04+<0,010
1,0E-04+<0,010
2,4E-04+<0,010
1,8E-04+<0,010
1,2E-04+<0,010
2,5E-04+<0,010
1,3E-04+<0,010

2

4,2E-04+<0,010
n.d.
8,4E-05+<0,010
1,5E-04+<0,010
1,5E-04+<0,010
4,6E-04+<0,010
2,5E-04+<0,010
1,8E-04+<0,010
3,8E-04+<0,010
3,5E-04+<0,010

IP (meg O2/Kg)
3

1,1E-03+<0,010
2,8E-05+<0,010
1,7E-04+<0,010
1,8E-04+<0,010
1,5E-04+<0,010
4,5E-04+<0,010
2,2E-04+<0,010
2,4E-04%<0,010
9,2E-04+3,2E-05
4,8E-04+<0,010
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4

7,3E-04+<0,010
2,8E-05%<0,010
1,3E-04+<0,010
1,5E-04+<0,010
1,4E-04+<0,010
7,2E-04+<0,010
2,0E-04+3,3E-20
1,8E-04+<0,010
8,0E-04+<0,010
4,7E-04+6,6E-20

5

9,0E-04+<0,010
6,6E-05+<0,010
1,6E-04+<0,010
1,1E-04+1,7E-20
1,5E-04+<0,010
7,0E-04+1,3E-19
1,8E-04+<0,010
2,5E-04+<0,010
6,7E-04+<0,010
3,5E-04+<0,010

6
17+2,6
82+0,40
83+1,9
6,1+0,10
7,8+1,9
15+0,90
49+3,3
65+3,4
28+0,80
12+0,60

6

7,4E-04+<0,010
n.d.
1,1E-04+<0,010
1,5E-04+<0,010
1,5E-04+<0,010
1,1E-03+<0,010
2,6E-04+<0,010
2,2E-04+<0,010
4, 2E-04+<0,010
4,2E-04+6,6E-20
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Na Tabela F.4 podem ser consultados os resultados experimentais para o ensaio de TBARS, medidos em triplicado.

Tabela F.4- Resultados experimentais do teste de TBARS, expressos em concentracdo de MDA (mg/g amostra seca) (n=3).

Amostra/Més

A

=T OTMMOO®

0
81,2+4,84
26,0+0,230
24,8+0,630
21,9+0,530
54,5+1,98
82,1+2,74
71,5+0,920
63,8+1,22
66,6+0,570
68,3+1,63

TBARS (mg/g)

1 2 3 4 5
180+6,00 207+2,36 93,5+3,31 91,1+1,95 88,3+3,49
28,110,180 32,6+1,42 31,940,980 33,140,410 38,4+0,880
30,1+0,560 33,240,250 29,7+0,890 30,6+0,450 30,4+0,550
35,1+1,04 153+9,48 138+6,83 181+6,83 150+5,56
110+7,00 14049,58 164+6,89 137+8,78 125+4,57
129+2,20 179+7,22 187+6,65 210+13,1 239+0,260

85,140,710 83,4+1,73 118+1,15 173+2,53 216+6,25
81,8+2,44 93,6+5,54 92,5+5,36 87,8+3,51 118+4,97

102+9,48 114,4+6,62 139+3,90 161+4,16 191+5,64
337+5,21 160,7+3,98 212+9,05 258+5,31 195+5,61

Na Tabela F.5 podem ser consultados os resultados experimentais para o ensaio de ipA, medidos em triplicado.

Tabela F.5- Resultados experimentais do teste de ipA (n=3) para as amostras em estudo.

Amostra/Més

TMOO®@ >

0
0,085+0,0050
0,075+0,0020

0,065+0,018
0,29+0,021
0,20+0,0050
0,29+0,074

1
0,36+0,024
0,086+0,0050
0,10+0,0020
1,4+0,026
0,68+0,034
1,0+0,031

2
1,7+0,059
0,099+0,0060
0,14+0,0080
1,7+0,030
0,53+0,031
1,340,022

ipA
3

2,740,023
0,11+0,0070
0,14+0,010

1,3+0,035
0,54+0,025

1,7+0,021

117

4
2,6+0,083
0,10+0,0080
0,15+0,0050
1,5+0,070
0,46+0,013
1,940,083

5
2,6+0,091
0,13+0,0020
0,12+0,015
1,5+0,047
0,50+0,0090
2,2+0,032

6
85,3+2,01
35,7+0,650
33,0+0,480
158+8,19
154+5,72
268+6,46
120+4,95
140+8,12
167+4,81
224+2 34

6
2,4+0,0030
0,13+0,015

0,12+0,0080
1,6+0,017

0,47+0,0030
2,840,023



o—=-Tw

Na Tabela F.6 podem ser consultados os resultados experimentais de TOTOX, medidos em triplicado.

0,32+0,031
0,12+0,0010
0,12+0,0030
0,24+0,029
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0,74+0,030
0,17+0,0090
0,35+0,024
0,73+0,047

Tabela F.6- Resultados médios de TOTOX para cada amostra.

Amostra/Més

=T OTMUOm>

0

0,085+0,0070
0,075+0,0020

0,065+0,022
0,29+0,026
0,20+0,0060
0,34+0,0030
0,32+0,037
0,11+0,0020
0,12+0,0040
0,24+0,036

1
0,36+0,030

0,086+0,0060

0,10+0,0020
1,4+0,032
0,68+0,042
1,0+0,039
0,74+0,036
0,17+0,011
0,35+0,030
0,73+0,058

0,93+0,0060
0,19+0,0030
0,43+0,041

2,3+0,021

2
1,7+0,073

0,099+0,0070

0,14+0,010
1,7+0,043
0,530,038
1,4+0,027
0,93+0,0080
0,19+0,0030
0,43+0,050
2,340,029

0,95+0,079
0,28+0,034

0,48+0,0090
3,6+0,072

TOTOX
3
2,7+0,028

0,11+0,0090

0,14+0,013
1,340,049
0,54+0,031
1,7+0,025
0,95+0,097
0,28+0,041
0,48+0,011
3,6+0,10

118

0,98+0,020
0,22+0,015
0,80+0,0090
4,3+0,0050

4
2,6+£0,12
0,10+0,0090
0,15+0,0060
1,5+0,099
0,46+0,016
1,940,077
0,98+0,024
0,22+0,018
0,80+0,010
4,3+0,0080

1,3+0,092
0,29+0,0060
0,98+0,047

3,6+0,052

5
2,6+0,13
0,13+0,0030
0,12+0,019
1,540,057
0,51+0,011
2,2+0,040
1,3+0,13
0,29+0,0070
0,98+0,058
3,610,073

1,0+0,075
0,38+0,020

1,3+0,077

3,8+0,12

6
2,4+0,0040
0,13+0,019
0,12+0,010

1,6+0,025
0,47+0,0030
2,8+0,028
1,0+0,092
0,38+0,024
1,3+0,095
3,8+0,17
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Anexo G. Resultados da Analise Estatistica

Tabela G 1- Dados relativos a correlagdo estatistica para a amostra A, (n=21).

CorrelacGes Amostra A (N=21)

TBARS Humidade ipA IP TOTOX DC Razéo DC
TBARS 1 0,133 -0,358 -0,370 -0,358 0,138 0,692
Humidade 1 -0,888" -0,834™ -0,888" -0,717 -0,289
ipA 1 0,946™ 1,000 0,640 0,146
IP 1 0,946™ 0,466" 0,166
TOTOX 1 0,640 0,146
DC 1 0,216
Razdo DC 1
** Correlacdo é significativa para o nivel 0,01.
* Correlacao é significativa para o nivel 0,05.
Tabela G.2- Dados relativos a correlacéo estatistica para a amostra B, (n=21).
CorrelacBes Amostra B (N=21)
TBARS Humidade ipA IP TOTOX DC Razdo DC
TBARS 1 -0,751" 0,862 0,522 0,862 -0,637" 0,121
Humidade 1 -0,671" -0,427 -0,672" 0,693 -0,458"
ipA 1 0,398 1,000 -0,543" 0,120
IP 1 0,399 -0,280 0,299
TOTOX 1 -0,543" 0,120
DC 1 -0,307
Razdo DC 1

** Correlacdo é significativa para o nivel 0,01.
* Correlacao é significativa para o nivel 0,05.
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Tabela G.3- Dados relativos a correlagdo estatistica para a amostra C, (n=21).

Correlagdes Amostra C (N=21)

TBARS Humidade ipA IP TOTOX DC Razdo DC

TBARS 1 0,128 0,664 0,396 0,664™ 0,447 0,482"
Humidade 1 -0,151 -0,573™ -0,153 0,750 -0,117
ipA 1 0,693 1,000™ 0,231 0,424
IP 1 0,695 -0,234 0,261
TOTOX 1 0,230 0,424
DC 1 0,078
Razdo DC 1
** Correlacdo é significativa para o nivel 0,01.

* Correlagao é significativa para o nivel 0,05.
Tabela G.4- Dados relativos a correlacéo estatistica para a amostra D, (n=21).

Correlagdes Amostra D (N=21)
TBARS Humidade ipA IP TOTOX DC Razdo DC

TBARS 1 -0,822™ 0,702™ 0,596 0,702 -0,248 0,569
Humidade 1 -0,947 -0,641™ -,948™ 0,182 -0,799™
ipA 1 0,532" 1,000 -0,094 0,808™
IP 1 0,532" -0,444” 0,478
TOTOX 1 -0,094 0,808™
DC 1 0,183
Razéo DC 1

** Correlacdo é significativa para o nivel 0,01.
* Correlacao é significativa para o nivel 0,05.
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Tabela G.5- Dados relativos a correlagdo estatistica para a amostra E, (n=21).

Correlagtes Amostra E (N=21)

TBARS Humidade ipA IP TOTOX DC Razdo DC
TBARS 1 -0,920™ 0,562 0,774 0,562 -0,141 0,536
Humidade 1 -0,469" -0,889™ -0,470" -0,038 -0,561™
ipA 1 0,070 1,000 0,036 0,735
IP 1 0,071 -0,110 0,238
TOTOX 1 0,036 0,735™
DC 1 0,185
Razdo DC 1
** Correlacdo é significativa para o nivel 0,01.
* Correlagdo é significativa para o nivel 0,05.
Tabela G.6- Dados relativos a correlagdo estatistica para a amostra F, (n=21).
Correlagtes Amostra F (N=21)
TBARS Humidade ipA IP TOTOX DC Razdo DC
TBARS 1 -0,944™ 0,959™ 0,906™ 0,959™ 0,317 0,708™
Humidade 1 -0,986™ -0,980™ -0,986™ -0,476" -0,668™
ipA 1 0,967 1,000™ 0,451 0,715
IP 1 0,967 0,567 0,640™
TOTOX 1 0,451 0,715
DC 1 0,379
Razéo DC 1

** Correlacdo é significativa para o nivel 0,01.
* Correlacéo é significativa para o nivel 0,05.
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Tabela G.7- Dados relativos & correlagéo estatistica para a amostra G, (n=21).

Correlagdes Amostra G (N=21)

TBARS Humidade ipA IP TOTOX DC Razéo DC
TBARS 1 -0,635™ 0,789™ -0,131 0,789™ 0,092 0,365
Humidade 1 -0,804™ -0,483" -0,805™ -0,045 -0,561™
ipA 1 0,233 1,000™ 0,150 0,574™
IP 1 0,233 -0,453" 0,210
TOTOX 1 0,150 0,574™
DC 1 0,389
Razéo DC .
** Correlacdo é significativa para o nivel 0,01.
* Correlacéo é significativa para o nivel 0,05.
Tabela G.8- Dados relativos a correlagdo estatistica para a amostra H, (n=21).
Correlagdes Amostra H (N=21)
TBARS Humidade ipA IP TOTOX DC Razéo DC
TBARS 1 -0,664™ 0,897 0,646™ 0,897 0,188 0,424
Humidade 1 -0,724™ -0,801™ -0,725™ -0,001 -0,423
ipA 1 0,717™ 1,000™ 0,372 0,415
IP 1 0,717 0,196 0,258
TOTOX 1 0,372 0,415
DC 1 -0,223
Razéo DC 1

** Correlacdo é significativa para o nivel 0,01.
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Tabela G.9- Dados relativos a correlagdo estatistica para a amostra I, (n=21).

Correlagdes Amostra | (N=21)

TBARS Humidade ipA IP TOTOX DC Razdo DC
TBARS 1 -0,931™ 0,868™ 0,718™ 0,869™ 0,379 0,638™
Humidade 1 -0,938™ -0,659™ -0,939™ -0,423 -0,583™
ipA 1 0,400 1,000™ 0,369 0,613™
IP 1 0,401 0,274 0,344
TOTOX 1 0,369 0,613™
DC 1 0,118
Razéo DC !
** Correlacdo é significativa para o nivel 0,01.

Tabela G.10- Dados relativos a correlacgo estatistica para a amostra J, (n=21).
Correlagdes Amostra J (N=21)

TBARS Humidade ipA IP TOTOX DC Razéo DC
TBARS 1 -0,364 0,249 0,259 0,249 0,313 0,329
Humidade 1 -0,968™ -0,924™ -0,968™ -0,785™ -0,884™
ipA 1 0,944™ 1,000™ 0,836™ 0,846™
IP 1 0,944™ 0,767™ 0,869™
TOTOX 1 0,836™ 0,846™
DC 1 0,575™
Razéo DC 1

** Correlacdo é significativa para o nivel 0,01.
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