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Resumo 

 

As mudanças que têm ocorrido no nosso planeta têm aumentado a consciência ambiental 

do consumidor. Este tem-se preocupado cada vez mais com a sustentabilidade e isso 

reflete-se, por exemplo, na escolha de cosméticos, sendo o consumo sustentável um 

conceito cada vez mais presente nas nossas vidas. Nesse sentido, o uso de hidrolatos de 

plantas aromáticas e medicinais tem ganho destaque na indústria, devido ao facto destes 

subprodutos possuírem diversas propriedades benéficas à saúde humana. No entanto, a 

bioatividade de hidrolatos não tem sido largamente estudada, sendo dado ênfase ao 

estudo dos óleos essenciais. Para valorizar o uso de hidrolatos como ingredientes 

cosméticos, durante o trabalho desta dissertação avaliámos as propriedades de oito 

hidrolatos distintos e um extrato aquoso, pertencentes a diversas famílias de plantas, 

relativamente ao seu potencial antifúngico, anti-inflamatório e à sua biocompatibilidade 

in vitro com células da pele. 

 

Para isso avaliou-se a viabilidade celular em macrófagos de ratinho e queratinócitos 

humanos, quando expostos aos diferentes hidrolatos e extrato aquoso. A atividade anti-

inflamatória foi avaliada nos macrófagos, através da quantificação da produção de óxido 

nítrico (NO) após estimulação com lipopolissacarídeo (LPS). A levedura Candida 

albicans e o fungo filamentoso Aspergillus brasiliensis foram utilizados para avaliar a 

atividade antifúngica dos extratos. A concentração mínima inibitória (CMI) foi avaliada 

pelo método de microdiluição e posteriormente a concentração mínima letal (CML) foi 

determinada. 

 

Os resultados demostraram que o hidrolato de Helichrysum italicum foi o mais 

biocompatível tendo o de Thymbra capitata sido o menos biocompatível, em ambas as 

linhas celulares. A diminuição da produção de NO foi semelhante para todos os extratos, 

apresentando resultados com perfil dose-resposta, o que ocorreu de forma semelhante 

nos testes de viabilidade celular. Nos ensaios de atividade antifúngica, apenas o hidrolato 

de Thymbra capitata apresentou CMI visual em ambos os microrganismos, ocorrendo 

inibição completa do crescimento nas maiores concentrações testadas. 

 

Com este trabalho conclui-se que o estudo dos hidrolatos deve ser aprofundado devido 

às suas inúmeras propriedades, nomeadamente a atividade anti-inflamatória aliada a 

uma baixa toxicidade celular. O potencial antifúngico também foi demonstrado, mas 

apenas em concentrações mais altas. 
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Assim, conclui-se que os hidrolatos têm potencial como ingredientes cosméticos, uma 

vez que retêm algumas das bioatividades dos respetivos óleos essenciais, com a vantagem 

de apresentarem uma baixa citotoxicidade. 
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Abstract 

 

The changes that have occurred on our planet have increased the environmental 

awareness of the consumer, which have become increasingly concerned with 

sustainability. Sustainable consumption is a concept increasingly present in our lives and 

this is reflected, for example, in the consumers’ choice of cosmetic products.  In this 

sense, the use of plant hydrolates has gained prominence in different fields, including 

the pharmaceutical and cosmetic industries,  since these by-products can present many 

beneficial properties to our health.  However, the bioactivity of hydrolates has not been 

widely studied, as the majority of the studies focus on the characterization of essential 

oils. During this dissertation we evaluated the bioactive properties of eight distinct 

hydrolates and one aqueous extract from several families, focusing on their antifungal, 

anti-inflammatory, and biocompatible potential, thus highlighting their potential use for 

skin applications.  

 

Cell biocompatibility of the plant extracts was evaluated in macrophages and 

keratinocytes, through MTT assay. Anti-inflammatory activity was evaluated in 

macrophages, by measuring the production of NO, after a pro-inflammatory stimulus 

with LPS. Candida albicans yeast and filamentous fungus Aspergillus brasiliensis were 

used to evaluate the antifungal activity of the extracts. The minimum inhibitory 

concentration (MIC) was evaluated by the microdilution method and then the minimum 

lethal concentration (MLC) was determined.  

 

Overall, the results showed that Helichrysum italicum was the most biocompatible 

hydrolate and the least biocompatible was the one from Thymbra capitata hydrolate, in 

both cell lines. The decrease in NO production was consensual in all extracts, presenting 

a dose-response profile, like cell viability results. Regarding antifungal activity, only 

Thymbra capitata hydrolate showed a visual MIC for both microorganisms, with the 

complete growth inhibition occurring only at the highest tested concentration.  

 

The study of hydrolates should be deepened due to their numerous properties, as their  

anti-inflammatory activity combined with reduced cellular toxicity. Antifungal potential 

has also been demonstrated, but only at higher concentrations. It is then concluded that 

hydrolates have a great potential as cosmetic ingredients, since they retain some of the 

bioactivities present in essential oils combined with low cytotoxicity. 
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controlo sem LPS para avaliar a produção basal de NO. * representam significância 

estatística quando comparados com o controlo, conforme determinado pelo valor de p < 

0,05 usando ANOVA unidirecional. 

Figura 18 - Crescimento microbiano (% do Controlo) de Aspergillus brasiliensis após 48 

horas em contacto com diferentes concentrações de hidrolatos da família Lamiaceae. O 

controlo contém apenas o fungo com meio de cultura. Os dados correspondem às médias 

± DP e são representados como % de células de crescimento microbiano. 

Figura 19- Crescimento microbiano (% do Controlo) de Aspergillus brasiliensis após 48 

horas em contacto com diferentes concentrações de hidrolatos da família Asteraceae. O 

controlo contém apenas o fungo com meio de cultura. Os dados correspondem às médias 

± DP e são representados como % de células de crescimento microbiano. 

Figura 20 –Crescimento microbiano (% do Controlo) de Aspergillus brasiliensis após 48 

horas em contacto com diferentes concentrações de hidrolatos das familias Cistaceae, 

Cupressaceae, Orobanchaceae e Hamamelidaceae. O controlo contém apenas o fungo 

com meio de cultura. Os dados correspondem às médias ± DP e são representados como 

% de células de crescimento microbiano. 

Figura 21 - Representação de um ensaio de determinação de CML, em placa de PDA, 

onde foram plaqueada as suspensões obtidas com as concentrações do extrato 

imediatamente superiores e inferiores da CMI determinada visualmente. Verifica-se que 

ocorreu crescimento do fungo Aspergillus brasiliensis para as concentrações 

plaqueadas, com exceção de 50% que foi assumida como CML. 

Figura 23 - Crescimento microbiano (% do Controlo) de Candida albicans após 48 horas 

em contacto com diferentes concentrações de hidrolatos da família Asteraceae. O 

controlo contém apenas a levedura com meio de cultura. Os dados correspondem às 

médias ± DP e são representados como % de células de crescimento microbiano. 

Figura 22 - Crescimento microbiano (% do Controlo) de Candida albicans após 48 horas 

em contacto com diferentes concentrações de hidrolatos da família Lamiaceae. O 

controlo contém apenas a levedura com meio de cultura. Os dados correspondem às 

médias ± DP e são representados como % de células de crescimento microbiano. 

Figura 24 - Crescimento microbiano (% do Controlo) de Candida albicans após 48 horas 

em contacto com diferentes concentrações de hidrolatos, hidrolatos das familias 

Cistaceae, Cupressaceae, Orobanchaceae e Hamamelidaceae. O controlo contém apenas 

a levedura com meio de cultura. Os dados correspondem às médias ± DP e são 

representados como % de células de crescimento microbiano. 

Figura 25 – Representação de um ensaio de determinação de CML, em placa de SDA, 

onde foram plaqueada as suspensões obtidas com as concentrações do extrato 

imediatamente superiores e inferiores da CMI determinada visualmente. Verifica-se que 
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ocorreu crescimento da levedura, Candida albicans para a concentração de 12,5%,  e não 

ocorreu crescimento a partir da concentração de 25% que foi assumida como CML. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Folha em branco 
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1. Introdução 

 

O aumento do consumo de recursos naturais levou a uma excessiva exploração do nosso 

planeta e à sua respetiva deterioração, resultando num vasto leque de consequências 

negativas como alterações climáticas, esgotamento de recursos naturais e poluição. Ao 

deparar-se com tais problemas, a consciencialização ambiental do consumidor tem vindo a 

aumentar ao longo dos anos, promovendo consequentemente a preferência por produtos 

mais ecológicos [1]. 

  

Os produtos sustentáveis, para serem considerados como tal, têm de seguir um certo padrão 

de produção, como por exemplo: utilização de menos água, menos matéria-prima e menos 

energia no seu desenvolvimento em relação à metodologia clássica. Devem ser produzidos 

a partir de recursos naturais não podem ser poluentes durante o seu processo de produção,  

e as suas embalagens têm de ser recicláveis [2]. Tais padrões de produção fazem com que 

estes produtos apresentem um preço superior. 

 

Tendo sentindo cada vez mais uma maior necessidade de se reinventar para responder às 

necessidades do utilizador e do meio ambiente, diversas indústrias têm tentado adotar o 

conceito eco-friendly. O setor da cosmética não é diferente e tenta moldar a sua produção a 

estes parâmetros, tanto a nível dos produtos de beleza como a maquilhagem e cosméticos 

como em produtos de cuidados pessoais [3]. 

 

Os cosméticos por norma têm na sua composição uma vasta gama de produtos sintéticos 

como por exemplo parabenos, petroquímicos, laurilsulfato sódio, corantes artificiais e 

conservantes. Tais aditivos levam a que muitos dos consumidores tenham receio de que a 

exposição prolongada a tantos químicos possa originar efeitos adversos para a saúde e levar 

ao aparecimento de doenças na pele como alergias, dermatites e até cancro. 

Consequentemente, a procura por produtos “verdes” e naturais têm tido um crescimento 

exponencial. Em 2021, 49% dos consumidores afirmaram que estavam dispostos a pagar 

mais por produtos marcados como sustentáveis. Caracterizados por uma suposta menor 

toxicidade, baixo impacto ambiental e pelas diversas ações terapêuticas, os produtos 

“verdes” constituídos por extratos de origem natural ou concentrados de frutas ou plantas, 

são cada vez mais apelativos quando comparados com os que são constituídos 

exclusivamente por compostos sintéticos [3,4]. 

 

O interesse na produção de cosméticos e fármacos, que ajudem no combate às doenças de 

pele, é cada vez maior. O crescente investimento da indústria na produção de produtos com 

https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/petrochemical
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/sulphate
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aplicação na pele é também devido à sua facilidade de utilização, pois podem ser aplicados 

diretamente no local de interesse.  

Sendo a pele o maior órgão do corpo humano, abriga um vasto microbioma, composto por 

diversos microrganismos comensais, que incluem bactérias, vírus e fungos, os quais, porém, 

podem tornar-se causadores de doenças em determinadas circunstâncias [5].  

 

1.1. Doenças tópicas causadas por fungos 

 

Dentro dos diferentes microrganismos que pertencem à microbiota cutânea encontram-se 

os fungos comensais, que estão alojados nas camadas superficiais da pele principalmente 

nas áreas mais húmidas do corpo. Contudo, estes microrganismos podem tornar-se 

causadores de doenças, particularmente quando o sistema imunológico se encontra 

comprometido. As infeções que ocorrem são usualmente superficiais e podem afetar não só 

a camada externa da pele, como também o cabelo e as unhas [6]. 

 

As doenças fúngicas podem ser bastante incomodativas e evoluir para quadros mais graves, 

quando não são tratadas. Estas afetam várias partes do nosso organismo e dividem-se em 

superficiais, subcutâneas e sistémicas. As doenças fúngicas superficiais ocorrem nas 

camadas mais externas da pele, unhas, cabelo e mucosas. As subcutâneas ocorrem 

maioritariamente na derme e tecidos subcutâneos, e a infeção geralmente ocorre após uma 

lesão que afeta a integridade da epiderme. As infeções fúngicas sistémicas, ou são 

iatrogénicas ou se iniciam nos pulmões através de inalação, são difíceis de diagnosticar e 

causam altas taxas de mortalidade [7,8]. 

 

As doenças causadas por fungos são das mais prevalentes, estimando-se que quase um 

bilião de pessoas no mundo sofra de dermatomicoses ou infeções fúngicas da pele, cabelo e 

unhas [9]. De entre as espécies mais prevalentes, associadas a este tipo de doenças, 

destacam-se as espécies pertencentes aos géneros Aspergillus, Candida, Cryptococcus, 

Pneumocystis, Tricophyton e Malassezia [10,11].  
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Tabela 1 – Exemplos de doenças causadas por fungos, respetivos fungos causadores e principais manifestações 

clínicas [10,12]. 

 

Doenças Fúngicas Fungo Manifestação clínica 

Superficial (Camadas mais externas de pele, unhas, cabelo, membranas 

mucosas) 

Pé de atleta Trichophyton rubrum,  

T. mentagrophytes var. 

interdigitale  

Prurido; Vermelhidão; 

Descamação da pele; 

Mau cheiro; Pele mais 

dura e grossa na sola do 

pé. 

Tinea capitis (coro 

cabeludo) 

 

T. tonsurans, Microsporum 

audouinii  

Perda e descamação de 

cabelo no couro 

cabeludo, com crostas e  

prurido.  

Onicomicose (unhas) 

 

T. rubrum, T. 

mentagrophytesvar. 

Mentagrophytes, Candida 

spp. 

Unhas espessas, 

descoloridas e 

deformadas. 

Tinea versicolor (peito, 

costas, pescoço e braços)  

 

Aspergillus spp., 

Scopulariopsis spp., 

Scytalidium spp., 

Malassezia furfur 

Lesões individuais 

avermelhadas e 

escamosas na pele; hipo 

ou hiperpigmentação na 

pele.  

Candidose 

genital ou oral 

C. albicans  Prurido , vermelhidão, 

corrimento branco 

espesso e irritação ao 

urinar. 

Subcutânea (pele e tecidos subcutâneos)  

Esporotricose 

 

Sporothrix schenckii  

 

Lesão cutânea ou 

subcutânea localizada, 

pode se espalhar pelo 

sistema linfático e formar 

outras lesões. 

Cromoblastomicose 

Candidose mucocutânea 

crónica 

Candida spp. 

 

Lesões elevadas e crostas 

na pele, lesões brancas 

fissuradas.  
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1.2. Produtos terapêuticos e cosméticos à base de plantas  

 

É cada vez mais difícil combater os microrganismos causadores de doença, sendo que estes 

se têm tornado resistentes aos tratamentos normalmente utilizados, como, por exemplo, 

aos antibióticos. As soluções disponíveis para o tratamento das infeções são cada vez mais 

escassas e, como tal, as indústrias farmacêuticas e cosméticas tem recorrido às primeiras 

formas de tratamento, as plantas, como fonte alternativa de compostos bioativos. 

Existem diversos preparados à base de plantas que podem ser utilizadas para esta 

finalidade, desde preparações em pó, a tinturas, extratos ou óleos essenciais. Os óleos 

essenciais têm sido uma escolha bastante popular, por exemplo, no tratamento das infeções 

fúngicas, devido à sua conhecida atividade antimicrobiana [13,14].  

 

Os estudos relativos às funcionalidades das plantas têm aumentado exponencialmente, e 

apesar de estes demonstrarem ser insuficientes como agentes terapêuticos, podem ser 

benéficas se usadas como adjuvantes quando aplicadas, por exemplo, num produto 

cosmético.  

 

Um produto cosmético é qualquer substância ou mistura que tem o objetivo de limpar, 

perfumar, modificar o aspecto, proteger, ou corrigir os odores corporais das partes externas 

do corpo. Podem ser produtos de higiene corporal ou produtos de beleza. As preparações à 

base de plantas incluem o uso de apenas um dos seus constituintes ou uma mistura que 

inclui as diversas partes da planta. Estas preparações são destinadas a melhorar a aparência 

da pele, sendo que muitas delas já são utilizadas desde a antiguidade e evoluíram para os 

cosméticos modernos. Os cosméticos têm a conotação de natural se a sua eficácia for devida 

aos ingredientes da planta utilizada [15]. 

 

Por sua vez, segundo o Infarmed, como medicamento à base de plantas, entende-

se “qualquer medicamento que tenha exclusivamente como substâncias ativas uma ou mais 

substâncias derivadas de plantas, uma ou mais preparações à base de plantas ou uma ou 

mais substâncias derivadas de plantas em associação com uma ou mais preparações à base 

de plantas”. As substâncias ativas presentes nas plantas são responsáveis pelas diversas 

ações terapêuticas dos diversos fármacos [16,17]. Temos como exemplo de medicamento à 

base de plantas o Valdispert stress, que ajuda no combate ao stress mental, o RoterCysti, 

utilizado em doenças do trato urinário,  Premkor no síndrome pré-menstrual e Pulmocap 

Thymus como expetorante [18]. 
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As plantas como agentes terapêuticos em doenças da pele ou como ingredientes cosméticos, 

podem atuar através de diversos mecanismos de ação, listados nas secções abaixo. 

 

Tabela 2 -Exemplos de mecanismos de ação que as plantas podem apresentar, assim como exemplos de alvos 

farmacológicos e respetivas aplicações cosméticas [17,19]. 

Modo de ação 

 

Farmacológicos/alvos 

 

Aplicações 

cosmetológicas 

Antimicrobiano 
Acne, infeções, eczema e no 

combate da caspa; 
Pele com impurezas 

Anti-inflamatório Dermatite atópica; Pele sensível 

Anti-proliferativo Episódios de psoríase; Pele sensível 

Cura de feridas Úlceras; Pele frágil 

Efeito fotoprotetor 
Queimaduras solares e 

cancro de pele; 
Pele madura 

 

1.2.1. Aplicação como agentes antimicrobianos  

 
A atividade antimicrobiana dos extratos de plantas tem sido estudada numa grande 

variedade de microrganismos. Ao surgirem cada vez mais bactérias multirresistentes, 

aumenta consequentemente a procura urgente de novas substâncias com propriedades 

antimicrobianas [20]. 

A exposição das plantas selvagens às doenças infeciosas é a razão de ser dos mecanismos de 

defesa que desenvolvem para sua própria proteção. As plantas devido aos seus compostos 

fenólicos, aldeídicos e terpénicos têm atividade antimicrobiana; que por vezes não é 

suficiente para debelar a infeção, mas ajuda no combate a proliferação microbiana [21, 22]. 

 

A Candida albicans e o Aspergillus brasiliensis, fungos estudados na realização desta 

dissertação, são agentes frequentes de infeções, servindo de modelo para testar a atividade 

antifúngica das preparações. 

 

1.2.2. Aplicação como agentes anti-inflamatórios 

 

A atividade anti-inflamatória das plantas tem sido demostrada em diversos trabalhos. O 

estudo da atividade anti-inflamatória de extratos de plantas torna-se relevante pois a 

inflamação é a forma que o corpo utiliza para combater os agentes prejudiciais à sua 

integridade, como bactérias, parasitas, fungos e vírus quando causadores de lesão tecidual.   
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Os compostos maioritários das plantas atuam de forma a reduzir a  produção de mediadores 

pró-inflamatórios como a interleucina (IL)-6, o fator de necrose tumoral (TNF)-alfa, a IL-

10 e a expressão induzível de óxido nítrico sintase (iNOS), diminuindo assim a inflamação.  

Uma dieta rica em frutas e ervas pode contribuir para uma diminuição da resposta 

inflamatória e doenças relacionadas [23,24]. 

 

1.2.3. Atividade Citotóxica de extratos de plantas 

 

O potencial citotóxico das plantas tem vindo a ser sobretudo estudado para possível 

aplicação em tratamentos anticancerígenos. Os seus fitoconstituintes, como polifenóis, 

flavonóides e catequinas provocam a apoptose das células, e quando se trata de células 

cancerígenas a citotoxicidade é considerada como um endpoint positivo [25].  

 

Os estudos de avaliação da toxicidade celular são essenciais para prever a toxicidade dos 

extratos de plantas em estudo, sendo uma forma bastante importante de avaliação de 

segurança e de classificação de compostos. Os hidrolatos são conhecidos pela sua baixa 

citotoxicidade, enquanto que os óleos essenciais, mais concentrados,  tendem a apresentar 

uma maior citoxicidade, o que confere segurança ao uso daqueles [26]. 

 

1.3. Hidrolatos como subproduto da hidrodestilação 

 

Os hidrolatos, também conhecidos com hidrossóis ou águas aromáticas são obtidas através 

do processo de destilação a vapor das plantas, sendo considerados produtos secundários da 

obtenção de óleos essenciais. A sua constituição fitoquímica baseia-se essencialmente nos 

compostos voláteis mais hidrofílicos isolados no decorrer da destilação [27]. 

 

Os óleos essenciais, ao terem um baixo rendimento de produção, fazem com que seja 

benéfico para os produtores aproveitarem o seu subproduto, os hidrolatos, produzindo 

assim mais um produto de valor acrescentado para o mercado [28]. Apesar de os hidrolatos 

serem obtidos a partir dos óleos essenciais, diferem na composição e eficácia, sendo os 

hidrolatos menos tóxicos, menos bioativos e detentores de um cheiro mais suave. Contudo 

ao compartilharem algumas atividades biológicas com os respetivos óleos essenciais podem 

ter aplicações semelhantes [29]. A sua maior vantagem é serem fáceis de produzir e não 

requererem grande trabalho adicional, sendo compostos essencialmente pela água 

proveniente da condensação do vapor na produção dos óleos essenciais [30,31]. 
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A sua utilização já vem desde a antiguidade e o Homem já há muito que lhes reconhece 

propriedades curativas tanto para a si próprio como para os seus animais. As suas utilidades 

variam conforme os costumes de cada povo. Por exemplo, na Turquia os hidrolatos são 

utilizados por via oral, através da sua ingestão, atuando como antibióticos naturais no 

combate a doenças bacterianas [32].  Os iranianos e persas consomem os hidrolatos como 

bebidas naturais, acreditando nas suas propriedades medicinais [33]. Apesar das possíveis 

utilizações dos hidrolatos serem diversas, a informação disponível é muito escassa e daí 

haver um crescente interesse em aumentar o número de dados disponíveis sobre estes 

subprodutos.  

 

1.3.1. Aplicações dos hidrolatos  

Devido às inúmeras propriedades, os hidrolatos têm cada vez mais aplicações. Possuem  

também vantagens, como a aplicação tópica sem necessitar de diluição.  

 

Nos cosméticos, os hidrolatos têm substituído a água habitualmente utilizada na sua 

formulação, adicionado ingredientes ativos. São utilizados na fase aquosa de loções, cremes 

e sabonetes, ou de forma independente como tónicos [34]. As suas propriedades 

antimicrobianas fazem também, com que estes possam ser utilizados como forma de 

prevenir o odor corporal e auxiliar na cicatrização de feridas [28,35].  

 

Outra das aplicações é a sua utilização em aromoterapia, onde o interesse tem sido crescente 

por parte da população em geral. Também podem ser aplicados em tecidos como lençóis, 

toalhas e roupas para eliminar cheiros desagradáveis [36]. 

 

1.4. Espécies de plantas com interesse na terapêutica e/ou 

cosmética 

 

As plantas são utilizadas na terapêutica e/ou cosmética, através da utilização das suas 

folhas, raízes, flores, frutos, caule, e até da junção de diversas partes da planta como referido 

anteriormente. A destacar de entre as diversas famílias de plantas, a mais utilizada para fins 

cosméticos é a Lamiaceae, que se distingue pelas suas propriedades conservantes e 

antifúngicas [37]. 

 

Para a realização desta dissertação foram selecionadas diferentes espécies, pertencentes a 

diversas famílias, que se distinguem pelas suas distintas propriedades. Na Tabela 3 

encontram-se representadas as principais propriedades bioativas associadas a cada uma 

https://www.google.com/search?client=safari&rls=en&sxsrf=ALiCzsbpQ1uLj9BKI5QVZUw91DOC_jhxhQ:1652814202977&q=Lamiaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLQz9U3MMnKMV_EyumTmJuZmJyamAoA5oowihgAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjx1MrbnOf3AhVFPewKHeaeDrcQmxMoAXoECEoQAw
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das espécies estudadas. Nas secções abaixo encontra-se uma breve descrição das 

características de cada espécie e principais utilizações na terapêutica.  

 

Tabela 3 – Tabela representativa das diferentes plantas, sua família e principais propriedades. 

Planta Família Propriedades Referências 

Echinacea 

purpurea 
Asteraceae 

Antisséptica, antioxidante, 

antibacteriana e anti-inflamatória. 
[38,39] 

Helicrysum 

italicum 
Asteraceae Anti-inflamatória e antialérgica. [40] 

Matricharia 

camomila 
Asteraceae 

Anti-inflamatória, antioxidante e 

antimicrobiana. 
[41] 

Ocimum 

basilicum 
Lamiaceae 

Antimicrobiana, antioxidante, 

inseticida e anti-inflamatória. 
[42] 

Thymbra 

capitata 
Lamiaceae 

Antioxidante, antibacteriana, 

antifúngica e antiparasitária. 
[43,44] 

Hamamelis 

virginiana 
Hamamelidaceae 

Antioxidante, antibacteriana, 

antialérgica e anti-inflamatória 
[45] 

Cupressus 

lusitanica 
Cupressaceae 

Anti-inflamatória, antisséptica e 

antibiótica. 
[46] 

Cistus 

ladanifer 
Cistaceae 

Antidiarreica, antibacteriana e 

anti-inflamatória. 
[47] 

Euphrasia 

officinalis 
Orobanchaceae 

Anti-inflamatória, antibacteriana, 

antifúngica, antiviral, hipotensiva 

e antiepilética. 

l8] 

 

1.4.1. Família Asteraceae  

 

Echinacea purpúrea  

A planta Echinacea purpúrea encontra-se distribuída pelo lado este dos Estados Unidos da 

América e a sua época de floração situa-se entre os meses de junho e agosto [49]. 

 

Esta espécie tem diversas ações terapêuticas e o seu perfil farmacológico permite que seja 

utilizada como desintoxicante do sistema circulatório, linfático e respiratório. É também 

utilizada no tratamento de feridas, queimaduras e na prevenção e tratamento de candidose 

genital recorrente [50]. Aliada à sua atividade anti-inflamatória, alivia os sintomas de 
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constipações como a tosse e febre, e auxilia no tratamento de infeções urinárias, inflamação 

da boca e faringe [38,39]. Esta planta tem como principais constituintes polissacarídeos, 

flavonóides, ácido chicórico, alquilamidas e poliacetilenos com atividade 

imunoestimuladora[51]. Segundo a EMA os medicamentos à base desta planta encontram-

se disponíveis na forma líquida ou sólida quando se trata de serem ingeridos e na forma 

semissólida quando o seu propósito é aplicação tópica [52,53]. 

 

Na cosmética pode ser utilizada como forma de prevenir manchas na pele, como proteção 

contra o aparecimento de rugas e no tratamento da acne [46]. 

 

Helichrysium italicum 

O Helichrysium italicum é um arbusto lenhoso e distribui-se principalmente pelo Sul da 

Europa na área do Mediterrâneo. É usualmente conhecido por Erva-caril e Perpétuas-das-

areias e a sua época de floração é entre maio e setembro [54]. 

 

As ações terapêuticas desta espécie incluem as anti-inflamatória, antimicrobiana e 

antialérgica. Os seus constituintes atuam de forma a proteger a pele delicada e irritada, 

como no caso da psoríase e eczema. Na sua constituição existem diversos polifenóis como 

os flavonoides que atuam como antioxidantes [40]. 

 

Esta planta também pode ser aplicada na cosmética durante a produção de fragâncias e 

formulações, mas a sua maior aplicação está relacionada com o seu óleo essencial [45]. Os 

seus óleos essenciais são utilizados diretamente na pele, como cicatrizantes por exemplo em 

queimaduras e também como agentes anti envelhecimento [46].  

 

Matricharia camomila  

A Matricharia camomila pertence à família Asteraceae e encontra-se distribuída por quase 

toda a Europa e região mediterrânica. O seu nome mais comum é camomila e a sua época 

de florescimento é entre abril e junho [55]. 

 

As propriedades desta planta são diversas, desde atividades anti-inflamatórias, 

antioxidantes a antimicrobianas. Tais propriedades fazem da Matricharia camomila uma 

planta com valor multiterapêutico. É muito utilizada em infusões devido ao seu sabor 

agradável e propriedades calmantes. Para além da conhecida ação como sedativo, por ser 

rica em flavonoides, terpenos e polissacarídeos, possui um vasto leque de outras 

propriedades [41].   

 

https://jb.utad.pt/familia/Asteraceae
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As suas aplicações também passam pela cosmética. A apigenina, composto obtido a partir 

de extrato de camomila, tem um efeito protetor nos queratinócitos da pele, conferindo-lhe 

propriedades hidratantes e auxílio no alívio de queimaduras. Tal como outras plantas desta 

família, reduz também os sinais de envelhecimento [56]. 

 

1.4.2. Família  Lamiaceae 

 

Ocimum basilicum  

O Ocimum basilicum pertence à família Lamiaceae e distribui-se pelas regiões da Ásia 

tropical, sul da Europa, Egipto, Marrocos, Indonésia e Califórnia. É comumente conhecido 

por Manjericão e a sua época de floração situa-se entre julho e setembro [57]. 

 

As ações terapêuticas são diversas, como adjuvante no tratamento de infeções da pele e 

infeções das vias respiratórias. Devido à presença de compostos bioativos e voláteis, como 

estragol e linalol, apresenta propriedades anti-inflamatórias, antioxidantes, 

antimicrobianas e repelente de insetos [42][58].  

 

É utilizado na indústria da perfumaria devido à sua agradável fragância. Os compostos 

antioxidantes presentes óleo essencial desta espécie tornam-na relevante também para o 

setor da cosmética, para a produção de preparações anti-envelhecimento. A sua ação 

antimicrobiana ajuda no combate da acne [46].  

 

Thymbra capitata 

A Thymbra capitata, também conhecida por Tomilho (uma das suas variedades), é uma 

espécie pertencente à família Lamiaceae que floresce entre abril e outubro. Apresenta uma 

larga área de distribuição, estendendo-se pelo oeste Mediterrâneo, Península Ibérica e 

noroeste de África [59,60].  

 

Esta planta da família Lamiaceae tem na sua constituição compostos fenólicos, 

especificamente monoterpenos, responsáveis pelas suas características terapêuticas como a 

sua ação antioxidante, antibacteriana e antifúngica. É utilizada tradicionalmente para o 

tratamento de tosse e problemas de faringe [43]. 

 

As suas propriedades antimicrobianas despertam o interesse da indústria cosmética para a 

sua utilização em formulações tópicas, devido ao seu o efeito conservante. O seu odor 

agradável também faz com que seja bastante utilizada em perfumes [61]. 
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1.4.3. Família Hamamelidaceae 

 

Hamamelis virginiana  

A Hamamelis virginiana é nativa do Canadá e do Leste dos EUA, mas é atualmente 

cultivada na Europa. Os nomes pelos quais é conhecida habitualmente são hamamelis ou 

aveleira-de-bruxa e a sua época de floração situa-se entre outubro e novembro [62]. 

 

Esta planta é rica em compostos fenólicos que lhe conferem propriedades antioxidantes, 

antibacterianas, antialérgicas, anti-inflamatórias e anticancerígenas, fazendo com que seja 

bastante utilizada em problemas dermatológicos, como acne, queimaduras solares, eczema 

e cicatrização de feridas [63]. A utilização desta planta já provém de tempos antigos, sendo 

que a população nativa (índia) dos EUA já utilizava as suas folhas e cascas para curar 

hemorroidas, picadas de insetos, distúrbios gastrointestinais e condições inflamatórias da 

pele [45]. 

 

O óleo essencial da planta também é utilizado para a formulação de produtos cosméticos, 

como tónicos de limpeza, devido às suas propriedades bacteriostáticas [64].  

 

1.4.4. Família Cupressaceae 

 

Cupressus lusitanica 

Cupressus lusitanae é uma árvore com cerca de 25 a 30 m de altura que cresce 

principalmente nas terras altas e encontra-se distribuído pelo litoral norte de Portugal. É 

comumente conhecida por Cedro-de-Goa, Cedro-do-Buçaco, Cipreste-do-Buçaco e a sua 

época de floração é em março [65,66]. 

 

Os compostos maioritários de algumas das suas preparações, como o toratol e abietadieno 

conferem-lhe propriedades anti-inflamatórias, antissépticas e antimicrobiana. O seu óleo 

essencial é utilizado para o tratamento de hemorroidas e reumatismo [46].  

 

Extratos obtidos desta árvore da família Cupressaceae são utilizadas como conservantes em 

formulações cosméticas, devido às suas propriedades antioxidantes e anti radicais. As suas 

propriedades antimicrobianas fazem com que sejam utilizados em desinfetantes bucais e 

champôs contra a caspa [46].  
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1.4.5. Família Cistaceae 

 

Cistus ladanifer  

Caracterizado pelas suas flores brancas, o Cistus ladanifer é um arbusto da família Cistaceae 

que se encontra principalmente distribuído pelo Sul de Portugal, restante Península Ibérica, 

nordeste da África e Sul de França. O nome pelo qual é comumente conhecido é Esteva e a 

sua época floração situa-se entre maio e junho [67].  

 

O Cistus ladanifer e outras espécies de Cistaceae são utilizadas como agentes terapêuticos 

na medicina popular para o tratamento de doenças de pele, devido à sua ação antibacteriana 

e anti-inflamatória [68][47]. 

 

Têm na sua constituição compostos polifenólicos com ingredientes bioativos utilizados em 

formulações cosméticas, protegendo as células da pele do stress oxidativo e dos efeitos 

nefastos da radiação UV. É uma planta muito perfumada, bastante utilizada na indústria 

dos perfumes sobretudo pela sua resina, o lábdano [69]. 

 

1.4.6. Família Orobanchaceae 

 

Euphrasia officinalis  

A planta Euphrasia officinalis é conhecida pelo nome Consolo de vista. É uma planta nativa 

da Europa e a sua floração ocorre entre os meses de julho e setembro [70]. 

 

A sua principal aplicação é a nível ocular e as suas preparações são utilizadas em 

conjuntivites, fadiga ocular, inflamação e no caso de existirem alergias oculares. Várias 

investigações demostraram as suas propriedades bioativas, como anti-inflamatórias, 

antimicrobianas, antifúngicas e antivirais. Na sua composição tem compostos altamente 

ativos como ridóides flavonóides e ácidos fenólicos [71] [48].  

 

A sua utilização cosmética é essencialmente em cremes para o contorno de olhos com efeito 

revigorante ou anti-fadiga [46]. 

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/iridoid
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/flavonoid
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Figura 1 - Imagem ilustrativa de todas as espécies de plantas estudadas durante a realização deste trabalho, imagens 

retiradas do site do projeto INOVEP: Inovação com Extratos de Plantas [114]. 
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Folha em branco 
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2. Objetivo 

 

A realização deste trabalho teve como principal objetivo avaliar diferentes propriedades dos 

hidrolatos ou extratos aquosos obtidos a partir das seguintes plantas produzidas em 

Portugal: Cistus ladanifer, Cupressus lusitanica, Echinacea purpurea, Euphrasia 

officinalis, Hamamelis virginiana, Helichrysum italicum, Matricaria chamomilla, 

Ocimum basilicum e Thymbra capitata, a fim de determinar quais são os extratos com 

maior interesse como ingredientes bioativos no desenvolvimento de produtos cosméticos 

e/ou farmacêuticos para aplicação na pele. Para atingir este objetivo, foram avaliadas as 

seguintes propriedades dos extratos em estudo: 

 

• Atividade citotóxica, através do ensaio colorimétrico do MTT em duas linhas 

celulares, queratinócitos humanos (HaCaT, CLS 300493) e macrófagos de ratinho 

(RAW 264.7, ATCC® TIB-71™); 

 

• Atividade anti-inflamatória, avaliada através da medição da produção de óxido 

nítrico em macrófagos de ratinho (RAW 264.7, ATCC® TIB-71™), estimulados com 

LPS; 

 

• Atividade antifúngica, pela avaliação da concentração mínima inibitória (CMI) e da 

concentração mínima letal (CML) do fungo filamentoso Aspergillus brasiliensis e 

da levedura Candida albicans.  
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Folha em branco 

  



Avaliação da bioatividade de extratos e do seu potencial como ingredientes cosméticos 
 

 17 

3. Materiais e Métodos 

 

3.1. Hidrolatos e extrato aquoso 

 

Para a realização deste trabalho foram incluídos oito hidrolatos das seguintes espécies: 

Cistus ladanifer, Cupressus lusitanica, Echinacea purpurea, Hamamelis virginiana, 

Helichrysum italicum, Matricaria chamomilla, Ocimum basilicum e Thymbra capitata; e 

um extrato aquoso de Euphrasia officinalis. Os hidrolatos e o extrato aquoso utilizados 

foram produzidos pelo Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior (CBP-BI), da 

Escola Superior Agrária do Instituto Politécnico de Castelo Branco, no âmbito da parceria 

do projeto INOVEP: Inovação com Extratos de Plantas. 

 

3.2. Análise fitoquímica 

 

A análise fitoquímica foi elaborada com o objetivo de conhecer os componentes maioritários 

presentes nos diferentes hidrolatos e extrato aquoso, e assim poder inferir sobre os seus 

diferentes perfis bioativos. 

 

A caracterização foi feita igualmente pelo CBP-BI. Os hidrolatos foram analisados por 

cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (GC/MS SCION-SQ 456 GC, 

Bruker), enquanto o extrato aquoso o foi por cromatografia líquida de alta eficiência 

acoplado a um detetor Diode Array (HPLC). Todas as análises de caracterização fitoquímica 

foram realizadas em triplicado. 

 

3.2.1. Hidrolatos 

 
A separação dos compostos maioritários presentes em cada hidrolato foi feita através de 

uma coluna capilar de sílica fundida HP-5MS com 30m de comprimento, 0,25 mm de 

diâmetro e 0,25 μm de espessura (Agilent J&W GC Columns), adicionando-se hélio como 

gás de arraste com um fluxo de 1 mL/min. Os hidrolatos foram injetados a diferentes 

concentrações utilizando-se um split de 1:5. A temperatura inicial foi programada para 

45°C, aumentando 3°C/min até aos 175°C, e aumentando 15°C/min até aos 300°C, 

mantendo-se nesta temperatura 10 minutos. O injetor e o detetor foram mantidos a 220°C 

e 250°C, respetivamente. 
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Como forma de identificar os compostos voláteis foram utilizados dois métodos: 

comparação dos espetros de massa obtidos com os espetros de massa da biblioteca NIST 17 

e através da comparação destes com os índices de Kovats experimentais obtidos com uma 

série de alcanos injetada com o mesmo método que a amostra. A quantidade de cada 

composto é expressa em percentagem da área do pico do composto relativamente à área 

total dos picos identificados na amostra, bem como em percentagem da área relativa do pico 

de cada composto relativamente à área do pico do composto maioritário. A respetiva 

informação encontra-se nos relatórios enviados pelo CBP-BI, que estão presentes no Anexo 

I –Relatórios de Análise Cromatográfica. 

 

3.2.2. Extrato aquoso 

 
A separação dos compostos do extrato foi conseguida através de uma coluna YMC-Triart 

PFP utilizando-se uma pré-coluna Triart PFP e um guard-c-holder Art-Nr XPGCH-Q1. A 

fase móvel foi constituída pelo solvente acetonitrilo e 0,1 % TFA/água com um fluxo 

corrente a 1 mL/m. O extrato foi injetado na coluna, a sua temperatura foi definida a 40 °C, 

o gradiente da fase móvel foi programado inicialmente 10 % A e 90 % B em 3 min, 15 % A e 

85 % B dos 15-25 min, 18 % A e 82 % B dos 25-45min, 30 % A e 70 % B dos 45-50 min, 42 

% A e 58 % B dos 50-54 min, 50 % A e 50 % B dos 54- 55 min, depois 100% A e 0% de B dos 

55-60 min e por fim 10 % A e 90 % B nos 60 min.  

Os compostos foram identificados a partir de curvas de calibração com padrões e, de 

seguida, foram quantificados consoante a concentração de amostra injetada. 

 

3.3. Determinação da viabilidade celular 

 

Durante este trabalho estudou-se a resposta celular de duas linhas celulares distintas 

(queratinócitos humanos e macrófagos de ratinho) quando expostas aos diferentes 

hidrolatos e extrato aquoso. O método utilizado para avaliar a atividade citotóxica foi o 

ensaio 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo de difeniltetrazólio, mais conhecido como 

ensaio MTT - Microculture Tetrazolium Assay. 

 

Durante este ensaio o MTT, sal de tetrazólio de cor amarela é convertido em cristais violeta 

pela ação da redutase mitocondrial, existente nas células eucarióticas (Figura 2). Estes 

cristais, sendo insolúveis, acumulam-se no interior das células, sendo necessário um 

solvente (isopropanol) para os extrair e solubilizar, produzindo assim uma cor roxa. A 

quantidade de cristais de formazam formados, pode correlacionar-se assim com a 

viabilidade celular após a exposição aos estímulos, sendo que uma maior intensidade da cor 
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representa um maior número de células viáveis conversoras do MTT. De forma oposta, 

quando é observável uma diminuição da intensidade da cor estamos perante um número de 

células mais reduzido ou uma redução da viabilidade das mesmas. As diferentes 

intensidades da cor roxa são quantificadas através de leitura óptica de absorvâncias com 

recurso a um espetrofotómetro. As leituras foram efetuadas a 570nm como comprimento 

teste e 650nm como comprimento de referência, sendo estes valores posteriormente 

subtraídos durante o tratamento de resultados [72,73].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2- Digrama representativo da reação de conversão do sal tetrazólio (MTT) em formazan, adaptado de 

[74]. 

 

Através da utilização deste ensaio foi então avaliada a viabilidade celular das células em 

estudo, quando expostas aos hidrolatos ou extrato aquoso. Os ensaios foram realizados de 

acordo com a ISO/EN 10993-5 – Biological evaluation of medical devices – Part 5: Tests for 

in vitro cytotoxicity [72], como detalhado nas secções abaixo. 

 

3.3.1. Células  

 
Durante o procedimento, utilizaram-se as linhas celulares de macrófagos de ratinho (RAW 

264.7 ATCC® TIB-71™) como modelo de inflamação, e queratinócitos humanos HaCaT 

(ATCC-CCS-300493) representativos da epiderme. 

 

3.3.2. Cultura e manutenção das linhas celulares 

 
Ambas as linhas celulares foram cultivadas em meio completo, DMEM (Life technologies), 

com ligeiras alterações na sua suplementação mediante a linha celular, conforme descrito 

na Tabela 4.  

Amarelo Violeta 

Amarelo Roxo 

Redutase 
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Durante a sua preparação, os meios de cultura foram ajustados a um pH de 7,2-7,4 e, de 

seguida, esterilizados por filtração utilizando uma unidade de filtração com uma membrana 

de 0,22 μm. 

 

Tabela 4 – Constituintes dos meios de cultura celular completos para as linhas celulares RAW (macrófagos) e 

HaCaT (queratinócitos). 

 Macrófagos Queratinócitos 

Bicarbonato de sódio (Sigma-Aldrich®, St. Louis, 

Missouri, Estados Unidos da América) 
17,95 mM 35,9 mM 

D-glucose (Sigma-aldrich®) 25 mM 25 mM 

Penicilina (Sigma- Aldrich®) 100 U/mL 100 U/mL 

Estreptomicina (Sigma- Aldrich®) 100 μg/mL 100 μg/mL 

FBS não inativado (Life Technologies - Carlsbad, 

Califórnia, Estados Unidos da América) 
10 % - 

FBS inativado (Life technologies) - 10 % 

 

As linhas celulares foram mantidas em cultura numa incubadora (NUAIRE, DHD 

AUTOFLOW, CO2 Air- Jacketed Incubator) a 37 ºC, 95 % de humidade e 5 % de CO2.  

 

De forma a manter as células RAW em cultura, estas foram subcultivadas a cada dois dias 

ou quando apresentavam uma confluência elevada (cerca de 80 %). Para a sua passagem, o 

meio de cultura foi removido, adicionado meio novo e estas foram raspadas com auxílio de 

um raspador celular, e transferidas para um novo frasco de cultura. 

Para a realização dos ensaios, as células foram utilizadas entre as passagens 10 e 25. Quando 

o número de passagem se tornava elevado, era descongelado um novo criovial com uma 

passagem mais baixa, de forma a permitir a manutenção de um número de passagens baixo, 

conforme recomendado pela ATCC. 

 

Relativamente as células HaCaT, quando se mostravam com uma confluência de 

aproximadamente 80 %, eram tripsinizadas com recurso a uma solução de Tripsina-EDTA 

[solução de protéase com tripsina a 0,05 % m/v e EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético) 

a 0,2 g/L – HyCloneTM]. Para tal, o meio era removido e a solução de tripsina era 

adicionada de forma a cobrir as células no frasco de cultura, e incubada a 37 ºC na 

incubadora. Quando as células se encontravam soltas, e de forma a parar a ação da tripsina, 

adicionou-se meio de cultura completo. As células foram recolhidas por centrifugação a 125 

RCF (Força Centrifuga Reativa), durante 5 minutos, de forma a ser possível remover o 

sobrenadante. O pellet composto pelas células recolhidas foi ressuspendido em meio 
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DMEM e parte da suspensão foi transferida para um novo frasco de cultura, dando origem 

a uma nova passagem. Para a realização dos ensaios, as células foram utilizadas entre as 

passagens 40 e 60. 

 

3.3.3. Metodologia do ensaio de MTT 

 
Tratamento das células e preparação da placa de 96 poços  

O procedimento iniciou-se com a verificação dos frascos de cultura de 75 cL previamente 

cultivados, e quando estes se mostravam na confluência ideal, iniciavam-se os ensaios.  

Seguidamente ao processo de recolha das células, descrito anteriormente, a suspensão 

celular de ambas as linhas foi contada. Para tal, num Ependorf foram adicionados 10 μL de 

suspensão celular a 10 μL de azul tripano a 0,4 %  (Merk® - Darmstadt, Alemanha), que 

permitiu a marcação das células vivas. Após ressuspensão foram colocados 10 μL na câmara 

de Neubauer. Tendo a contagem concluída foi calculada a média do número de células por 

quadrante, multiplicada pelo fator de diluição (1:2) e por 104, como demostrado na seguinte 

Equação 1. 

 

Nº de células/mL = 
nº total de células

nº de quadrantes contados
x fator de diluição x 10000 (1) 

 

Dependendo do número de células contadas, a suspensão foi diluída de forma a se obter a 

densidade celular desejada para cada linha celular. As células foram semeadas numa placa 

estéril de 96 poços, com uma densidade de 5x104 e 1x104 células em cada poço, para o ensaio 

com RAW e HaCaT respetivamente, e num volume final de 100 µL por poço. Após semeadas, 

as placas foram incubadas durante 24 h a 37 ˚C com 5 % de CO2. 

 

Exposição das células aos diferentes estímulos  

Após o período de incubação de 24h, foram preparadas as gamas de concentrações de cada 

um dos extratos em meio DMEM, através da realização de diluições sucessivas, 

correspondendo às concentrações finais de 50 %, 25 %, 12.5 %, 6.25 %, 3,13 %, 1,57 %, 0,78 

%. 

As diluições foram feitas em tubos de Eppendorf, em que no primeiro foram colocados 700 

µL de meio de cultura e 700 µL do extrato em estudo, e após homogeneização por agitação, 

foram transferidos 700 µL do primeiro tubo para o segundo. O processo repetiu-se para 

todas as concentrações ( 

Figura 3).  

 

Adicionalmente foram também preparados três controlos:  

https://www.google.com/search?client=safari&rls=en&biw=1440&bih=848&sxsrf=APq-WBuM0fsY0sw_G764CG0dqV2VaIQRZA:1648910237275&q=Darmstadt&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEorzzFT4gAxU4qMDbW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYOV0Si3KLSxJTSnawMu5iZ-JgAABrUvF0VwAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiPg9anzfX2AhUNrxoKHeNqCGYQmxMoAXoECEkQAw
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• Controlo negativo de citotoxicidade (meio DMEM),  

• Controlo positivo de citotoxicidade [(2 % SDS) (Dodecilsulfato de Sódio)(PanReac 

AppliChem)] 

• Controlo de solvente na maior concentração utilizada (50 % água).  

 

Para exposição das células aos estímulos (extratos ou controlos), o meio de cultura foi 

removido de forma a restarem apenas as células nos poços da placa e foram adicionadas 100 

μL das diluições e respetivos controlos.  As placas foram incubadas durante 24 horas a 37 

ºC, com 95 % de humidade do ar e 5 % de CO2, de forma para permitir a atuação dos 

hidrolatos ou extrato aquoso. 

 

Preparação e colocação do MTT nas células 

No terceiro e último dia de ensaio, os estímulos foram removidos e as células foram lavadas 

uma vez com 150 μL de PBS (solução salina com tampão fosfato), [1.37 M de NaCl 

(FisherChemical - Waltham, Massachusetts, Estados Unidos da América) com 27 mM de 

KCl (ChemLab - Zedelgem, Bélgica), 100 mM de Na2HPO4 (FisherChemical) e 20 mM de 

KH2PO4 (ChemLab)], de forma a remover vestígios de extratos que possam interferir com 

o MTT.  

Foram então adicionados 100 μL de uma solução de MTT (Alfa Aesa®- Haverhill, 

Massachusetts, EUA) a cada poço (na concentração final de 1 mg/mL em meio incompleto) 

e a placa foi colocada em incubação, protegida da luz, durante 3-4 horas nas condições 

normais de 37 ºC, 95 % de humidade e 5 % de CO2.  

Terminado o período de incubação, a solução de MTT foi descartada e foram adicionados 

100 µL de isopropanol (FisherChemical), seguido de uma ressuspensão, com o objetivo de 

dissolver os cristais de formazan. Procedeu-se então à leitura das absorvâncias a 570nm e 

650m e ao respetivo tratamento de dados. 

Representação esquemática da metodologia aplicada durante o ensaio de 

determinação da atividade citotóxica  

A 

Figura 3 esquematiza a metodologia aplicada durante o ensaio de determinação da atividade 

citotóxica: 
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Colocação dos estímulos nas células 

 

Preparação e colocação do MTT nas células 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 3 - Representação esquemática da metodologia aplicada durante a realização do ensaio de MTT, elaborado no programa BioRender.  

Legenda: 

 Controlo  

SDS 2% 

Solvente 

Diluições 

Tratamento das células e preparação da placa de 96 poços  

 

HaCat 

RAW 
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3.3.4. Tratamento de resultados  

 
Cada placa correspondeu a um ensaio para um extrato, sendo que foram realizados no 

mínimo dois ensaios independentes que para serem considerados válidos teriam de se 

mostrar concordantes, ao seja, com resultados semelhantes em ambos os ensaios (desvio 

padrão inferior a 20% em todas as condições em teste). Em cada ensaio foram incluídos 6 

replicados de cada condição. 

 

Os dados foram tratados no programa Microsoft Excel (Microsoft® Excel® para Microsoft 

365) e a respetiva análise estatística assim com a elaboração dos gráficos foi feita através do 

programa GraphPad (Prism 9.1.1 for mac OS, GraphPad Software, LLC). A análise foi feita 

pela seguinte ordem: 

1. Os valores obtidos na leitura espetrofotométrica nas absorvâncias a 650nm foram 

subtraídos aos valores da absorvância a 570nm. 

2. O valor obtido na subtração foi normalizado ao controlo, através da multiplicação 

por 100 e divisão pela média do controlo negativo (células expostas apenas a meio 

de cultura). Obtivemos então os valores relativos de viabilidade celular em relação 

ao controlo que representa o máximo de viabilidade celular (100 %). 

3. No programa GraphPad foi elaborado gráfico de barras que relaciona a percentagem 

de viabilidade obtida para cada condição, com as diferentes concentrações de extrato 

estudadas. Com base no referido gráfico foi ainda feita uma análise estatística 

(ANOVA unidirecional). 

4.  Através da média de percentagem de viabilidade celular construiu-se uma curva 

sigmoidal e determinou-se a concentração inibitória capaz de inibir 50% da 

viabilidade celular (IC50) para cada preparação. 
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3.4. Determinação da atividade anti-inflamatória  

 

3.4.1. Produção de Óxido Nítrico 

 
No decorrer deste trabalho foi avaliada a atividade anti-inflamatória dos hidrolatos e extrato 

aquoso estudados, através da quantificação da produção de óxido nítrico pelos macrófagos 

de ratinho (linha celular RAW 264.7; ATCC®, TIB -71TM). 

 

Este ensaio baseia-se na capacidade destas células induzirem o processo inflamatório, 

quando expostas ao lipopolissacarídeo (LPS). Esta exposição leva a um aumento da 

expressão da enzima óxido nítrico sintase (iNOS) e, consequentemente, a um aumento na 

produção de oxido nítrico, para níveis quantificáveis, in vitro [75]. Esta quantificação é feita 

através do reagente de Griess que é preparado pela adição de dois reagentes (A+B): 

 

O reagente A, Sulfanilamida 1% (p/v) (Sigma-Aldrich®) em Ácido Fosfórico 5% (v/v) 

(Sigma-Aldrich®) foi elaborado da seguinte maneira:  

Primeiramente foi preparado o ácido fosfórico e foram adicionados 2.485 mL de ácido 

fosfórico a 97.515 mL H2O. Após a preparação do ácido foi adicionada 1g de Sulfanilamida 

e, após completa dissolução, a solução foi guardada a 4º num frasco opaco. 

 

O reagente B, N-1-naftilenodiamina 0.1% (p/v) (Sigma-Aldrich®) foi preparado através da 

dissolução de 0.1 g em 100 mL água e a preparação foi também armazenada a 4ºC num 

frasco opaco. 

 

A quantificação do conteúdo em nitritos realizou-se após a leitura da absorvâncias a 550nm 

através de uma reta de calibração de nitrito de sódio (NaNO2). 

 

3.4.1.1. Metodologia do ensaio de quantificação da produção 

de óxido nítrico  

 
Tratamento das células e preparação da placa de 96 poços  

Tal como nos ensaios da citotoxicidade, quando os frascos de cultura se mostravam 

confluentes, as células estavam prontas para a realização de ensaios. A preparação da placa 

de 96 poços foi feita conforme descrito anteriormente, com a diferença de que neste ensaio 

foi necessária uma densidade celular maior, correspondente a 1x105 células por poço. Após 

semeada, a placa foi incubada durante 24 h a 37 ˚C com 5 % de CO2. 
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Exposição das células aos estímulos 

Após 24h, foram preparadas as diluições seriadas de forma semelhante ao descrito 

anteriormente para os ensaios de citotoxicidade, com um ajuste no volume final (350 µL). 

Foram preparadas 7 concentrações (v/v) correspondentes a 50 %, 25 %, 12.5 %, 6.25 %, 3,13 

%, 1,57 %, 0,78 %.  Seguidamente foi feita a preparação dos três controlos, correspondentes 

ao controlo positivo (meio DMEM com adição de LPS), controlo negativo (meio DMEM) e 

controlo de solvente (50 % água). Após exposição das células aos estímulos e respetivos 

controlos, o LPS (Sigma-Aldrich®) foi pipetado para cada poço, com exceção do controlo 

negativo, ficando na concentração final de 1 µg/mL. As células foram incubadas durante 24 

h, permitindo a indução do processo inflamatório (Figura 4). 

  

Ensaio colorimétrico de Griess  

No terceiro dia do ensaio, os sobrenadantes de cada poço foram recolhidos para uma nova 

placa de 96 poços e foram adicionados volumes iguais de reagente de Griess. Após meia 

hora de incubação à temperatura ambiente, no escuro, as absorvâncias da placa foram lidas 

a 550nm. 

Os níveis de nitritos presentes do meio de cultura foram quantificados usando a reta de 

calibração, previamente contruída através da adição do reagente de Griess aos padrões de 

NaNO2 a diferentes concentrações e posterior leitura no espetrofotómetro a 550nm para 

construção da respetiva curva. 

 

Esquema representativo da metodologia aplicada durante o ensaio de 

determinação da atividade anti-inflamatória 

A Figura 4 esquematiza a metodologia aplicada durante o ensaio de determinação atividade 

da anti-inflamatória: 
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Figura 4 - Representação esquemática da metodologia aplicada durante a realização do ensaio de quantificação da atividade anti-inflamatória, elaborado no programa 

BioRender. 

 

redução, redução do oxido nítrico, elaborado no programa BioRender. 

.  

Colocação dos estímulos nas células 

 

Ensaio colorimétrico de Griess  

 

Tratamento das células e preparação da placa de 96 poços  

 

Legenda: 

 

Diluições 

Controlo S/LPS  

Solvente 

Controlo C/LPS  
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3.4.1.2. Tratamento de resultados  

 
Os resultados foram obtidos através da realização de, no mínimo, dois ensaios 

independentes concordantes, ou seja, com valores semelhantes em ambos os ensaios 

(desvio padrão inferior a 20 % em todas as condições em teste), onde cada placa constitui 

um ensaio para o respetivo extrato. Cada condição foi testada em triplicado em cada ensaio.  

 

Os dados foram tratados no programa Microsoft Excel (Microsoft® Excel® para Microsoft 

365) e a respetiva análise estatística assim como a construção dos gráficos foi feita através 

do programa GraphPad (Prism 9.1.1 for mac OS, GraphPad Software, LLC).  

 

A análise foi feita seguindo os seguintes passos: 

1. Os valores obtidos durante a leitura espetrofotométrica na absorvância a 550nm 

foram aplicados na reta de calibração padrão. 

2. Posteriormente foram normalizados ao controlo, através da multiplicação por 100 e 

divisão pela média do controlo positivo. Obtivemos então os valores de produção de 

óxido nítrico em relação ao controlo positivo (onde a produção de óxido nítrico é 

máxima) e o respetivo gráfico. 

3. No programa GraphPad foi elaborado gráfico de barras que relacionava a 

percentagem de produção de óxido nítrico com diferentes concentrações de extrato 

estudadas. No referido gráfico foi ainda feita uma análise estatística (ANOVA 

unidirecional). 

4. Através da média de percentagem de produção de óxido nítrico construiu-se uma 

curva sigmoidal e determinou-se a concentração necessária para reduzir, em 

metade, a produção máxima de óxido nítrico, ou seja, o EC50 de cada preparação. 

 

3.4.2. Determinação da Atividade Scavenging 

 
Quando foi observada uma redução na quantidade de óxido nítrico produzido recorreu-se a 

uma avaliação adicional, conhecida como avaliação da atividade Scavenging.  

 

Durante este ensaio in chemico (em que não foram utilizadas células), foi avaliada a 

capacidade dos hidrolatos em estudo removerem o óxido nítrico do meio libertado por um 

dador externo – o S-Nitroso-N-acetylpenicillamine (SNAP, Sigma-Aldrich). 

Através de uma comparação destes resultados com os resultados obtidos nos ensaios 

celulares, consegue-se perceber se a redução dos níveis de óxido nítrico se deve à capacidade 

da própria preparação em removê-lo do meio e não a um verdadeiro efeito na redução da 

sua produção pelas células estimuladas com LPS. 
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3.4.2.1. Metodologia para a determinação da atividade 

Scavenging 

 
Preparação das diluições  

Foram preparadas 7 diluições de extrato em meio de cultura (v/v),  especificamente 50 %, 

25 %, 12.5 %, 6.25 %, 3,13 %, 1,57 %, 0,78 % e ainda dois controlos, compostos por meio de 

cultura (controlo negativo) e por meio de cultura com adição do reagente SNAP (controlo 

positivo), como representado na Figura 5. 

 

Para a preparação das diluições seriadas, foram colocados 350 µL de meio e 350 µL de 

preparação no primeiro tubo de Eppendorf, a solução foi agitada e 350 µL foram 

transferidos para o segundo tubo e assim sucessivamente para as restantes diluições. 

Numa placa de 96 poços, foram colocados 300 µL de cada diluição em cada poço e 

adicionados 0,9 µL de SNAP a cada diluição e ao controlo positivo. A placa foi incubada 

durante 3 horas em incubadora a 37 ºC e 5 % CO2.  

 

Ensaio colorimétrico de Griess  

Passadas 3 horas, os 300 µL foram distribuídos por 3 poços (100 μL a cada poço) e foram 

colocados 100 µL de reagente de Griess em cada poço, o que permitiu a quantificação de 

nitrito (NO2
-). Após 30 min. foi feita uma leitura da absorvância no espectrofotómetro de 

microplacas xMarkTM (Bio-Rad) a um comprimento de onda de 550nm. 

 

Esquema representativo da organização da placa de 96 poços durante o ensaio 

de Scavenging 

 

Figura 5 - Representação esquemática da placa de 96 poços, utilizada no ensaio Scavenging, elaborado no 

programa BioRender. 

Legenda: 

 

Diluições 

Controlo S/Snap  

Controlo C/Snap  
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3.4.3. Tratamento de resultados  

 

Os dados foram tratados no programa Microsoft Excel (Microsoft® Excel® para Microsoft 

365) e a respetiva análise estatística, assim como a construção de gráficos, foi feita através 

do programa GraphPad (Prism 9.1.1 for mac OS, GraphPad Software, LLC).  

A análise foi feita seguindo os seguintes passos: 

1. Os valores obtidos durante a leitura espetrofotométrica na absorvância a 550nm 

foram aplicados na reta de calibração padrão de NaNO2. 

2. Posteriormente, foram normalizados ao controlo com SNAP, através da 

multiplicação por 100 e divisão pela média do controlo positivo. Obtivemos então os 

valores de óxido nítrico em relação ao controlo e o respetivo gráfico. 

3. No programa GraphPad foi elaborado gráfico de barras que relacionava a 

percentagem de óxido nítrico presente por adição do dador SNAP, com diferentes 

concentrações de extrato estudadas. No referido gráfico foi ainda feita uma análise 

estatística (ANOVA unidirecional). 
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3.5. Avaliação da atividade antimicrobiana 

 
A atividade antimicrobiana dos hidrolatos e extrato aquoso foi determinada através do 

estudo do seu potencial antifúngico contra um fungo filamentoso e uma levedura. Foram 

utilizados dois testes, nomeadamente a determinação da concentração mínima inibitória 

(CMI) e determinação da concentração mínima letal (CML). A CMI é definida como a 

concentração mínima que inibe o crescimento de um microrganismo, determinada por 

avaliação visual do seu crescimento. A CML corresponde à menor concentração em que o 

composto é capaz de provocar a morte do microrganismo em estudo.  

 

3.5.1. Microrganismos 

 
Os microrganismos testados incluíram a Candida albicans ATCC 10231 e o Aspergillus 

brasiliensis ATCC 16404 (Tabela 5). O protocolo foi adaptado das normas da NCCLS M38-

A – Método de Referência para Testes de Diluição em Caldo para a Determinação da 

Sensibilidade a Terapia Antifúngica dos Fungos Filamentosos e M27-A2 – Método de 

Referência para Testes de Diluição em Caldo para Determinação da Sensibilidade de 

Leveduras à Terapia Antifúngica [62-63]. 

Tabela 5 - Estirpes fúngicas, utilizadas no estudo da atividade antimicrobiana, sua classificação e respetivos 

meios de cultura usados para promover o seu crescimento em laboratório. 

Espécie Classificação Estirpe Meio 

Candida albicans Levedura 
ATCC 

10231 

Sabouraud-Dextrose Agar, SDA 

(VWR Chemicals) 

Aspergillus 

brasiliensis 

Fungo 

Filamentoso 

ATCC 

16404 

Potato-Dextrose Agar, PDA (VWR 

Chemicals) 

 

Para a realização dos ensaios de atividade antimicrobiana, foi utilizado o meio de cultura 

líquido RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) (Sigma-Aldrich®). A sua preparação 

foi feita através da adição de 10,4 g de RPMI, 34,53 g de tampão MOPS (ácido 

morfolinopropanesulfónico) (BioReagentsTM) e 900 mL de água desmineralizada. O pH 

foi acertado a 7,0 com a adição de NaOH 0,85 %, o volume foi ajustado a 1 L e o meio foi 

esterilizado por filtração (0,22 µM) e armazenado a 4ºC no frigorifico, até à sua utilização.  
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3.5.2. Metodologia para determinação da atividade antifúngica 

 

3.5.2.1. Contra Aspergillus brasiliensis – fungo filamentoso 

 

Preparação do inóculo  

Para a realização do ensaio, a cultura de Aspergillus brasiliensis foi repicada 4 a 7 dias antes 

do mesmo, numa placa de PDA e colocada na estufa (NUAIRE, DHD AUTOFLOW, CO2 Air-

Jacketed Incubator) a 25 ºC, para permitir o crescimento do microrganismo.  

 

Após o tempo de incubação, a placa foi utilizada para preparação do inóculo. Para isso, as 

colónias foram cobertas com 1 mL de NaCl estéril (0,85 %) e uma gota de Tween 20 

(PanReac AppliChem, ITW Reagents), e a suspensão foi misturada com a ansa e transferida 

para um eppendorf. Dessa mistura, foram retirados 100 µL da suspensão e misturados com 

900 µL de RPMI por forma a permitir a leitura de densidade ótica (DO) a um comprimento 

de onda de 600nm. A suspensão foi acertada para um valor de DO600 entre 0,09 e 0,11, por 

aplicação da fórmula CixVi=CfxVf. Desta suspensão, foi ainda realizada uma diluição de 

1:50, obtendo-se um valor final médio de 0,4 – 5 × 104 CFU/mL. 

 

Inoculação da Placa de 96 Poços  

As diluições seriadas das preparações em estudo foram feitas diretamente na placa de 96 

poços, como representado na Figura 6. Para isso foram pipetados 200 µL de cada hidrolato, 

em duplicado, nos primeiros poços (linha A), e 100 µL de RPMI para os seguintes poços 

(linhas B-H). De seguida, 100 µL de hidrolato dos poços da linha A foram transferidos para 

a linha B, com o auxílio da multicanal, e após uma ressuspensão procedeu-se da mesma 

maneira para os restantes poços de forma que preparações ficassem nas concentrações de 

50 %, 25 %, 12.5 %, 6.25 %, 3,13 %, 1,57 % e 0,78 %. 

 

Foram por fim adicionados 100 µL da suspensão em cada poço da microplaca que continha 

as diluições, assim como no controlo positivo de crescimento (microrganismo em meio de 

cultura). O controlo negativo de crescimento microbiano foi composto só por meio de 

cultura, sem adição do microrganismo. Foi feita uma leitura das absorvâncias da placa a 

600nm (t=0 h) e posteriormente a placa foi incubada 48 h a 35 ºC. 

 

Avaliação dos resultados 

Após as 48 h de incubação, foram lidas de novo as absorvâncias (t=48 h) e avaliados os 

CMIs por inspeção visual dos poços. Quando os extratos apresentavam CMI, procedeu-se à 

determinação da CML, transferindo 10 µL de cada suspensão onde não se verificava 
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crescimento para uma placa de Petri contendo meio PDA. As placas foram incubadas 48 h 

a 35 ºC e avaliadas após este período de incubação. A concentração mais baixa onde não se 

verificou o crescimento de colónias, após as 48 horas de incubação, foi definida como a 

CML.  

3.5.2.2. Contra Candida albicans - levedura  

 
Preparação do inóculo  

Cerca de 24 h antes do ensaio foi feita a repicagem da estirpe para uma placa de SDA e 

incubada numa estufa (BINDER) a 37 ºC em aerobiose. 

Para a preparação do inóculo foram escolhidas colónias isoladas que foram suspensas numa 

solução de NaCl a 0.85 %, seguindo-se de agitação durante 15 segundos. A densidade ótica 

(DO) foi acertada a 0.5 Macfarland (1-5 x 106 CFU/mL) utilizando um densitómetro de 

bancada (Grant-bi0). Foi por fim foram realizadas duas diluições sucessivas, 1:50 

adicionando 10 μL a 490 μL de RPMI, seguida de 1:20, adicionando 80 μL da diluição 

anterior a 1520 μL de meio RPMI (concentração de 1 – 5 × 10
3 CFU/mL). 

 

Inoculação da Placa de 96 Poços  

As placas de 96 poços foram preparadas de forma semelhante ao  escrito anteriormente para 

o fungo filamentoso, e como representado na Figura 6. A suspensão com levedura foi 

adicionada na quantidade de 100 µL em todo os poços que continham diluições, assim como 

no respetivo controlo positivo, obtendo-se a concentração de inóculo final desejada (0.5 – 

2.5 × 10
3 CFU/mL). Foi feita uma leitura das absorvâncias da placa a 600nm, correspondente 

ao t=0h, e posteriormente a placa foi incubada durante 24 h a 35 ºC.  

 

Avaliação dos resultados 

Passadas 24 h, as absorvâncias foram lidas no mesmo comprimento de onda e foram 

avaliados os CMIS visuais, ou seja, as concentrações onde se verifica a ausência de 

crescimento. Quando foi possível determinar a CMI, era necessário determinar o CML 

transferido 10 µL de cada poço onde não se verificava turvação, para meio de cultura SDA. 

A placa foi incubada de novo por 48 h a 35 ºC e, após o período de incubação, foi observado 

o crescimento na placa de SDA. A concentração mais baixa plaqueada onde se verificou a 

ausência de colónias após incubação, foi considerada como a CML.  

 

Esquema representativo da metodologia aplicada durante o ensaio de 

determinação da atividade antimicrobiana 

A Figura 6 esquematiza a metodologia aplicada durante o ensaio de determinação atividade 

da antimicrobiana:
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Inoculação da Placa 

 

Avaliação dos resultados 

 

Preparação do inóculo  

 

Diluições 

Controlo meio  

Meio + Inoculo 

Controlo Solvente  

Figura 6 - Representação esquemática dos ensaios de avaliação da atividade antimicrobiana, elaborado no programa BioRender. 
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3.5.3. Tratamento de resultados  

 
Para cada extrato foram realizados vários ensaios, e em cada um dos ensaios as condições 

foram repetidas em duplicado. Os ensaios foram considerados validos quando mais que dois 

ensaios tinham resultados semelhantes, e desvios padrões inferiores a 20 %. 

 

Os dados foram tratados no programa Microsoft Excel (Microsoft® Excel® para Microsoft 

365) e a respetiva análise estatística assim como a construção dos gráficos foi feita através 

do programa GraphPad (Prism 9.1.1 for mac OS, GraphPad Software, LLC).  

 

A análise foi feita seguindo os seguintes passos: 

1. Os valores das absorvâncias obtidos ao tempo zero (t=0h) foram subtraídos dos 

valores das absorvâncias obtidos às 24 h no caso da C. albicans e 48 h no caso do A. 

brasiliensis. 

2. Os valores foram normalizados ao controlo, multiplicados por 100 e dividindo pela 

média do controlo positivo de crescimento microbiano (microrganismo em meio de 

cultura). 

3. No programa GraphPad foi elaborado um gráfico de barras em função dos valores 

médios ± DP, que relacionava a percentagem de crescimento microbiano com as 

diferentes concentrações das preparação estudadas. 
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Folha em branco 
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4. Resultados 

 

4.1. Análise fitoquímica 

 

Os hidrolatos em estudo foram obtidos através do processo de hidrodestilação, pela 

utilização do aparelho graduado Clevenger. Os tempos de destilação foram variáveis assim 

como o respetivo rendimento, dependendo de cada hidrolato. Por exemplo,  51,73 g de 

folhas de Hamamelis virginiana deram origem a 4 mL de hidrolato, enquanto que  50 g de 

Echinacea purpúrea permitiram obter 3,5 mL de hidrolato.  

 

Os hidrolatos produzidos foram então analisados através de GC/MS, tendo-se identificado 

os seus compostos maioritários (Tabela 6). 

  

Tabela 6 – Tabela representativa dos hidrolatos estudados, parte da planta utilizada na hidrodestilação e os 

compostos maioritários presentes em cada hidrolato, determinados por GC-MS. 

 

É de destacar (Tabela 6) a percentagem altamente significativa de carvacrol (98,11 %) na 

composição do hidrolato de Thymbra capitata 

O extrato aquoso de Euphrasia officinalis foi obtido através da infusão dos seus ramos 

terminais. Neste extrato em específico 6,02g de material vegetal deram origem a uma massa 

de extrato total de 0,51 g.  

 

Amostra Parte da planta Composto maioritário (%) 

Cistus ladanifer Parte aérea 

4-Hidroxi-3-metoxibenzaldeído 

(21,58) 

D-Verbenona (9,81) 

Cupressus lusitanica Folha Terpinen-4-ol (38,93) 

Hamamelis virginiana Folha Carvacrol (26,80) 

Echinacea purpúrea Mix 
Trans-Verbenol (11,70) 

Levoverbenone (9,49) 

Helichrysum italicum - α-Terpineol (30,55) 

Matricaria chamomilla Inflorescência Bisabolol oxide A (80,67) 

Ocimum basilicum - 
Eugenol (52,53) 

Linalool (38,34) 

Thymbra capitata Mix Carvacrol (98,11) 



Avaliação da bioatividade de extratos e do seu potencial como ingredientes cosméticos 
 

 38 

Após produção do extrato aquoso, foi analisado por HPLC para a identificação dos seus 

compostos maioritários (Tabela 7). 

 

Tabela 7 – Tabela representativa do extrato aquoso estudado, parte da planta utilizada na extração aquosa e os 

compostos maioritários presentes no extrato, determinados por HPLC. 

 

4.2. Atividade citotóxica dos hidrolatos e extrato 

aquoso 

 

O potencial citotóxico dos extratos em estudo, foi avaliado em duas linhas celulares 

distintas. Em primeiro lugar, avaliou-se a citotoxicidade em queratinócitos humanos, 

modelo que mimetiza o alvo de aplicação dos extratos, considerando uma futura utilização 

tópica. Secundariamente foi avaliada a toxicidade em linha celular de macrófagos de 

ratinho, de forma a estabelecer a gama de concentrações biocompatíveis, com interesse nos 

estudos seguintes de atividade anti-inflamatória. O estudo de duas linhas celulares distintas 

também possibilitou a comparação de resultados entre ambas as linhas celulares, 

permitindo a análise da sensibilidade de cada uma delas à preparação em questão.  

 

4.2.1. Biocompatibilidade cm queratinócitos humanos (HaCaT) 

 
Relativamente aos resultados obtidos para os queratinócitos humanos, podemos observar 

que, por exemplo na Lamiacea, apesar de alguns hidrolatos pertencerem à mesma família, 

apresentam perfis de biocompatibilidade distintos,.  

 

Dos hidrolatos das plantas pertencentes a esta família, o hidrolato de Thymbra capitata 

apresentou um perfil bastante citotóxico, contrariamente ao hidrolato de Ocimum 

basilicum que demonstrou ser um dos mais biocompatíveis (Figura 7).  Pela análise da 

figura, podemos verificar que o hidrolato da Thymbra capitata apresenta 

biocompatibilidade apenas nas últimas 3 concentrações em estudo (0.78 % a 3.13 %), e o 

hidrolato de Ocimum basilicum apresenta biocompatibilidade em todas as concentrações 

estudadas, já que os valores de viabilidade celular se encontram acima de 70 %, para todas 

as concentrações. 

Amostra Parte da planta Compostos maioritários 

(μG/mL) 

Euphrasia officinalis Ramos terminais 
Epicatequina (5,093) 

Rutina (2,211) 
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Por outro lado, todos os hidrolatos na família Asteraceae (Figura 8) se demostraram 

bastante biocompatíveis com a linha celular de queratinócitos. Dentro destes, o hidrolato 

de Helichrysum italicum destacou-se pela sua biocompatibilidade, sendo apenas citotóxico 

na concentração mais elevada (50 %). Contrariamente, o hidrolato de E. purpúrea 

demostrou-se biocompatível apenas nas concentrações 0,78 % e 1,56 %, apresentando-se 

como o hidrolato menos biocompatível dentro da família Asteraceae.  

 

Dos extractos pertencentes às restantes famílias Cistaceae, Cupressaceae, Hamamelidacea 

e Orobanchacea, verificou-se que apresentaram perfis bastante distintos de citotoxicidade 

(Figura 9). O extrato aquoso da Euphrasia officinalis, destacou-se dos restantes pois foi o 

único que demostrou um aumento da viabilidade celular, apesar de não significativo, em 

todas as concentrações em relação ao controlo.  

 

Para avaliar se a redução da viabilidade observada nas concentrações mais elevadas, se 

devia a uma ação direta dos extratos, ou apenas ao efeito gerado pela privação de metade 

do meio de cultura, incluiu-se um controlo adicional (controlo de solvente), composto por 

água ultrapura, na mesma proporção à presente na maior concentração. Através da 

observação do gráfico comparativo do controlo de solvente com o controlo negativo (Figura 

10) conseguimos observar que a privação de metade do meio DMEM através da adição do 

solvente, neste caso água, não afeta a viabilidade dos queratinócitos, pois a sua viabilidade 

é cerca de 85% em comparação com o controlo. 

   

Figura 7- Efeito dos hidrolatos da família Lamiaceae na viabilidade celular de queratinócitos (ensaio do MTT). 

Os queratinócitos (HaCaT) foram expostos a diferentes concentrações de hidrolatos, com meio DMEM como 

controlo negativo e com SDS (2 %) como controlo positivo de citotoxicidade. * representam significância 

estatística quando comparados com o controlo, conforme determinado pelo valor de p < 0,05 usando ANOVA 

unidirecional. 
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Figura 9 - Efeito dos hidrolatos da família Cistaceae, Cupressaceae, Hamamelidacea e do extrato aquoso 

Orobanchaceae na viabilidade celular de queratinócitos (ensaio do MTT). Os queratinócitos (HaCaT) foram 

expostos a diferentes concentrações de hidrolatos com meio DMEM como controlo negativo e com SDS (2 %) 

como controlo positivo de citoxicidade. * representam significância estatística quando comparados com o 

controlo, conforme determinado pelo valor de p < 0,05 usando ANOVA unidirecional. 
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Figura 8 - Efeito dos hidrolatos da família Asteraceae na viabilidade celular de queratinócitos (ensaio do MTT). 

Os queratinócitos (HaCaT) foram expostos a diferentes concentrações de hidrolatos, com meio DMEM como 

controlo negativo e com SDS (2 %) como controlo positivo de citotoxicidade. * representam significância 

estatística quando comparados com o controlo, conforme determinado pelo valor de p < 0,05 usando ANOVA 

unidirecional. 
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4.2.2. Biocompatibilidade com macrófagos de ratinho (RAW 264.7) 

 
Os resultados a seguir representados referem-se à biocompatibilidade dos extratos com a 

linha celular de macrófagos de ratinho (RAW 264.7).  

De uma forma geral, estes demonstraram que, na maioria das preparações, a diminuição da 

viabilidade foi proporcional ao aumento da concentração de extrato utilizada. Em todos os 

gráficos se verifica que nas concentrações mais elevadas a viabilidade celular diminui em 

relação ao controlo.  

 

Relativamente aos resultados obtidos para os hidrolatos das plantas pertencentes à família 

Lamiaceae, o hidrolato de Thymbra capitata apresentou um perfil bastante citotóxico, com 

valores de viabilidade significativamente baixos em todas as concentrações. 

Contrariamente, o hidrolato de Ocimum basilicum, demostra-se pouco citotóxico (Figura 

11). 

Pela análise da figura, podemos verificar que o hidrolato de Thymbra capitata não 

apresenta biocompatibilidade em nenhuma das concentrações em estudo. Apesar de 

pertencer à mesma família, o hidrolato de Ocimum basilicum apresenta biocompatibilidade 

nas maioria das concentrações estudadas, (0,78 % - 6,25 %), já que os valores de viabilidade 

celular se encontram acima de 70 %, para esta gama de concentrações. 

 

Dos hidrolatos das plantas pertencentes à família Asteraceae, o hidrolato de Helichrysum 

italicum destacou-se novamente pela elevada biocompatibilidade. Contrariamente os 

hidrolatos de E. purpúrea e M. camomila apresentaram maior citoxicidade e perfis 

semelhantes entre si. No caso do hidrolato de Helichrysum italicum apenas na 

concentração de 50,00 %, a percentagem de viabilidade celular está abaixo de 70 %, 

comparativamente ao controlo. Os restantes hidrolatos pertencentes à mesma família, são 
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Figura 10 - Gráfico representativo dos valores de viabilidade nos controlos de solvente e ao controlo de 

viabilidade utilizado nos ensaios de citotoxicidade das células HaCaT. * representam significância estatística 

quando comparados com o controlo, calculadas atravez da análise estatística t-Test.  
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ambos biocompatíveis a partir da quarta concentração estudada, nomeadamente 6,25 % 

(Figura 12).  

 

O extrato aquoso de Euphrasia officinalis é novamente o único que demostra um aumento, 

apesar de pouco significativo, da viabilidade celular (%) nas menores concentrações 

testadas de hidrolato (0,78 % - 6,25 %). 

 

Os restantes hidrolatos das famílias Cistaceae, Cupressaceae, Hamamelidacea 

representados na Figura 13, apresentam um perfil dose-resposta, aumentando a viabilidade 

à medida que a concentração de hidrolato diminui.  

 

De forma semelhante ao realizado para os queratinócitos, estudou-se o efeito gerado pela 

privação de metade do meio de cultura na linha celular de macrófagos de ratinho. Através 

da observação do gráfico representativo dos valores de viabilidade do controlo de solvente 

e controlo DMEM (Figura 14), verificamos que na linha celular em questão, a privação de 

50% de meio DMEM, afetou a viabilidade celular. No controlo de solvente a viabilidade 

ficou reduzida a cerca de 40% em comparação com o controlo de viabilidade. 

 

Figura 11 - Efeito dos hidrolatos da família Lamiaceae na viabilidade celular de macrófagos (ensaio do MTT). 

As células de macrófagos (RAW 264.7) foram expostas a diferentes concentrações de hidrolatos, com meio 

DMEM como controle negativo e com SDS a 2 % como controle positivo (morte celular). * representam 

significância estatística quando comparados com o controlo, conforme determinado pelo valor de p < 0,05 

usando ANOVA unidirecional. 
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Figura 13 - Efeito dos hidrolatos da família Cistaceae, Cupressaceae, Hamamelidacea e do estrato aquoso 

Orobanchaceae na viabilidade celular de macrófagos (ensaio do MTT). As células de macrófagos (RAW 264.7) 

foram expostas a diferentes concentrações de hidrolatos, com meio DMEM como controle negativo e com SDS 

a 2 % como controle positivo (morte celular). * representam significância estatística quando comparados com o 

controlo, conforme determinado pelo valor de p < 0,05 usando ANOVA unidirecional. 
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Figura 12 - Efeito dos hidrolatos da família Asteraceae na viabilidade celular de macrófagos (ensaio do MTT). As 

células de macrófagos (RAW 264.7) foram expostas a diferentes concentrações de hidrolatos, com meio DMEM 

como controle negativo e com SDS a 2 % como controle positivo (morte celular). * representam significância 

estatística quando comparados com o controlo, conforme determinado pelo valor de p < 0,05 usando ANOVA 

unidirecional. 
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4.3. Atividade anti-inflamatória dos hidrolatos e extrato 

aquoso 

 

O potencial anti-inflamatório dos extratos em estudo foi avaliado na linha celular RAW. Os 

macrófagos de ratinho foram expostos a um estímulo inflamatório (LPS) na presença dos 

extratos. Através da adição deste estímulo foi possível observar a diminuição da produção 

de NO provocada pelos hidrolatos e extrato aquoso. O estudo da atividade citotóxica e anti-

inflamatória nas células RAW permite que posteriormente seja possível uma comparação 

entre ambos os resultados, de forma a percebemos se a diminuição da produção de NO foi 

influenciada pela viabilidade celular na concentração de extrato utilizada.   

 

4.3.1. Influência dos extratos na produção de óxido nítrico 

 
Os gráficos seguintes são referentes à produção de óxido nítrico pelos macrófagos quando 

expostos a diferentes concentrações de hidrolatos e após estimulação com LPS, um 

conhecido indutor de resposta inflamatória a nível celular. De forma geral, verificámos que 

os macrófagos apresentam redução na produção de NO comparativamente aos valores de 

controlo quando expostos a altas concentrações de extratos.  

 

Relativamente aos resultados obtidos para os hidrolatos das plantas pertencentes à família 

Lamiaceae, o hidrolato de Thymbra capitata apresentou uma grande redução no nível de 

NO (Figura 15). Com base nos resultados apresentados anteriormente, relativos ao seu 

efeito na viabilidade celular (Figura 11), o hidrolato de Thymbra capitata não apresenta 

biocompatibilidade em nenhuma das concentrações em estudo. A elevada redução de NO, 

Figura 14 - Gráfico representativo dos valores de viabilidade nos controlos de solvente e ao controlo de 

viabilidade utilizado nos ensaios de citotoxicidade das células RAW 264.7. * representam significância estatística 

quando comparados com o controlo, calculadas atravez da análise estatística t-Test. 
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em determinadas concentrações (3,13 % - 50,00 %), pode ser justificada pela elevada 

citotoxicidade nessas concentrações.  

 

Na família Asteraceae (Figura 16) os hidrolatos de Helichrysum italicum e de Matricharia 

camomila apresentaram perfil dose-resposta, e a diminuição da produção de NO foi 

proporcional ao aumento da concentração de extrato. O hidrolato de Echinacea purpurae 

apresentou uma acentuada descida na produção de NO nas primeiras concentrações, 

correspondendo às concentrações mais elevadas (6,25 % - 50,00 %).   

 

Do grupo de hidrolatos das familias Cistaceae, Cupressaceae, Hamamelidacea e do extrato 

aquoso da família Orobanchaceae, a Euphrasia officinalis foi o extrato que apresentou um 

perfil mais distinto, com uma redução muito pronunciada na produção de óxido nítrico na 

concentração de 50 %. Nos restantes hidrolatos, nas concentrações mais altas (6,25 % -

50,00 %) a produção de NO foi bastante baixa (Figura 17). 

Figura 15 - Efeito dos hidrolatos da família. Lamiaceae na produção de NO pelas células RAW 264.7. As células 

foram expostas a meio completo ou a diferentes concentrações do extrato durante 24 horas na presença de LPS 

(1 μg/mL).  Os dados correspondem às médias ± DP e são representados como % de células de controlo expostas 

ao LPS. Também foi incluído controlo sem LPS para avaliar a produção basal de NO. * representam significância 

estatística quando comparados com o controlo, conforme determinado pelo valor de p < 0,05 usando ANOVA 

unidirecional. 
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Figura 17 - Efeito dos hidrolatos das familias Cistaceae, Cupressaceae, Hamamelidacea e do estrato aquoso 

Orobanchaceae na produção de NO pelas células RAW 264.7. As células foram expostas a meio completo ou a 

diferentes concentrações do extrato durante 24 horas na presença de LPS (1 μg/mL). Os dados correspondem às 

médias ± DP e são representados como % de células de controlo expostas ao LPS. Também foi incluído controlo 

sem LPS para avaliar a produção basal de NO. * representam significância estatística quando comparados com 

o controlo, conforme determinado pelo valor de p < 0,05 usando ANOVA unidirecional. 

 

Figura 16  - Efeito dos hidrolatos da família Asteraceae na produção de NO pelas células RAW 264.7. As células 

foram expostas a meio completo ou a diferentes concentrações do extrato durante 24 horas na presença de LPS 

(1 μg/mL). Os dados correspondem às médias ± DP e são representados como % de células de controlo expostas 

ao LPS. Também foi incluído controlo sem LPS para avaliar a produção basal de NO. * representam significância 

estatística quando comparados com o controlo, conforme determinado pelo valor de p < 0,05 usando ANOVA 

unidirecional. 
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4.3.2. Atividade Scavenging    

 
Quando se verificou uma diminuição da produção de NO nos ensaios de atividade anti-

inflamatória, recorreu-se ao ensaio de atividade Scavenging de forma a percebermos se a 

redução observada anteriormente foi devida à diminuição na produção celular de NO ou se 

os extratos estavam a interferir diretamente na quantificação de nitritos. Foi então realizada 

uma reação entre um doador de NO (reagente SNAP) e diferentes concentrações de extratos. 

 

De uma forma geral, podemos verificar que os hidrolatos em estudo não apresentaram 

atividade Scavenging, na maioria das concentrações testadas, sendo que apenas na 

concentração de 50 % ocorreu diminuição significativa dos níveis de NO quantificados em 

todos os hidrolatos. As diferenças mais significativas ocorreram quando se utilizou o 

hidrolato do Helichrysum italicum (Tabela 8 - Capacidade de eliminação de NO dos 

hidrolatos das plantas da família Asteraceae.) e o extrato da Euphrasia officinalis (Tabela 

10) em que ocorreu uma descida mais pronunciada dos níveis de NO, indicadora do 

capacidade Scavenging destes hidrolatos, para determinadas concentrações.  

 

Tabela 8 - Capacidade de eliminação de NO dos hidrolatos das plantas da família Asteraceae. Os resultados são 

expressos em percentagem de libertação NO ativada pelo reagente SNAP, comparativamente ao controlo.; *p < 

0,05 foi considerada uma redução significativa, ANOVA unidirecional. 

 

 

 

 

 

 

 Asteraceae 

Concentração Echinacea purpurae Matricharia camomila Helichrysum italicum 

0,78 100,5 ± 0,9994 95,17 ±3,321 79,29 ± 9,432 

1,56 93,51 ± 2,257 99,09 ±1,912 78,11 ± 8,652* 

3,13 94,85 ± 1,778 95,12 ±0,8524 78,8 ± 7,753 

6,25 93,04 ± 1,456* 92,95 ±3,244 77,07 ± 5,573* 

12,5 94,1 ± 2,796 94,23 ± 3,244 66,65 ± 7,855* 

25 85,38 ± 1,864* 77,86 ± 1,281* 58,2 ± 9,003* 

50 72,65 ±2,458* 72,44 ± 2,748* 48,9 ± 7,148* 



Avaliação da bioatividade de extratos e do seu potencial como ingredientes cosméticos 
 

 48 

Tabela 9 - Capacidade de eliminação de NO dos hidrolatos das plantas da família Lamiaceae. Os resultados são 

expressos m percentagem de libertação NO ativada pelo reagente SNAP, comparativamente ao controlo. p < 

0,05 foi considerada uma redução significativa, ANOVA unidirecional. 

 

Tabela 10 -  Capacidade de eliminação de NO dos hidrolatos das plantas das famílias Cistaceae, Cupressaceae 

Hamamelidacea e do estrato aquoso Orobanchaceae. Os resultados são expressos m percentagem de libertação 

NO ativada pelo reagente SNAP, comparativamente ao controlo. p < 0,05 foi considerada uma redução 

significativa, ANOVA unidirecional. 

 Cistaceae Cupressaceae Orobanchaceae Hamamelidaceae 

Concentração 
Cistus 

ladanifer 

Cupressus 

lusitânica 

Euphrasia 

officinalis 

Hamamelis 

virginiana 

0,78 
100,4 

±1,680 
99,84 ±1,604 85,29±2,110* 102,3±2,426 

1,56 
99,73 

±4,842 
99,21 ±1,394 76,67±3,923* 93,69±3,047 

3,13 
96,55 

±4,476 
100,9 ±2,885 72,77±2,211* 94,93±2,624 

6,25 
98,19 

±6,600 
91,51 ±1,959 64,53±1,469* 92,32±2,700 

12,5 
93,14 

±5,942 
88,77±3,209* 55,18±1,862* 87,6±2,621* 

25 
92,33 

±7,992 
78,74±2,927* 34,64±3,515* 81,49±3,106* 

50 
81,81 

±8,421* 
68,8±6,913* 18,16±5,747* 66,39±1,882* 

 Lamiaceae 

Concentração Thymbra capitata Ocimum basilicum 

0,78 95,37 ± 3,316 98,35 ± 2,198 

1,56 96,1 ± 2,235 98,1 ± 1,969 

3,13 89,93 ± 4,179 86,14 ± 6,064 

6,25 91,47 ± 3,605 93,34 ± 4,766 

12,5 86,57 ± 1,012* 88,34 ± 3,494* 

25 86,97 ± 3,756* 80 ± 2,701* 

50 81,29 ± 2,713* 66,37 ± 3,555* 
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4.4. Comparação dos valores de EC50 e IC50 

 

Com a finalidade de percebemos qual a preparação que se demostrava mais interessante, 

fizemos uma comparação entre os valores de EC50 e IC50 obtidos nos ensaios realizados. 

Através desta tabela é possível estabelecer uma comparação IC50/EC50, na qual se 

considerou que quanto maior a diferença de resultados mais atraente seria o possível uso 

da planta em aplicações cosméticas, uma vez que se verificaria uma maior viabilidade aliada 

a baixos valores de produção de NO. 

 

Tabela 11 - Tabela comparativa dos valores de IC50 das RAW e HaCaT e EC50 das células RAW. 
 

Produção NO Viabilidade celular 
 

EC50 IC50 RAW IC50 HaCaT 

Euphrasia officinalis 4,487 20,46 - 

Echinacea purpurea 4,977 11,63 12,86 

Ocimum basilicum 3,870 29,90 >50 

Thymbra capitata 1,306 1,307 5,054 

Cupressus lusitânica 3,117 8,620 30,85 

Hamamelis virginiana 4,661 5,845 36,69 

Helicrysum italicum 1,924 36,14 42,00 

Matricharia camomila 1,903 11,20 27,58 

Cistus ladanifer 1,411 14,62 11,49 

 

Pela observação geral da Tabela 11 podemos concluir que o hidrolato que mostra melhor 

perfil de resultados é o de Helicrysum italicum devido ao grande intervalo entre estes 

valores sendo o de Thymbra capitata o que revela menos interesse (Tabela 11). 

 

No que diz respeito a viabilidade celular, quanto menor for a concentração necessária para 

inibir 50 % da viabilidade celular (IC50) maior é a atividade citotóxica de um extrato. 

Analisando os gráficos de curva dose-resposta (Apêndice II – Concentração necessária de 

extrato para inibir 50 % da viabilidade celular) gerados para a obtenção dos IC50 acima 

representados (Tabela ), verificamos que o hidrolato de Helicrysum italicum apresenta uma 

baixa atividade citotóxica nas duas linhas celulares, apresentando um elevado valor de IC50 

(36.14 % e 42 % para Raw e HaCaT, respetivamente). O hidrolato de Thymbra capitata 

apresenta baixos valores de IC50,  (1,307 % e 5,054 % para Raw e HaCaT, respetivamente), 

apresentando então uma elevada citotoxicidade nas linhas celulares em estudo. 
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Através de uma observação geral (Tabela 11) verificamos que os valores de IC50 são, para 

grande generalidade dos hidrolatos, superiores nas células HaCaT.  Querendo isto dizer que 

a linha celular RAW se mostrou mais sensível à ação dos hidrolatos, apresentando uma 

menor viabilidade celular na sua presença. 

Quanto à atividade anti-inflamatória, quanto menor o valor de EC50 (concentração para qual 

50 % da população mostra resposta após um período de tempo especificado) maior é a 

capacidade do extrato reduzir a produção de NO. Analisando os gráficos de curva dose-

resposta (Apêndice III – Concentração  de extrato para a qual 50% da população apresenta 

resposta após um período de tempo específico) observamos que os hidrolatos de 

Helicrysum italicum e de Thymbra capitata são os que demostram maior capacidade de 

redução do óxido nítrico (1,924 % e 1,306 % para Helicrysum italicum e Thymbra capitata, 

respetivamente).  O hidrolato que se distingue com maiores valores de produção de NO é o 

de Echinacea purpurea (4,977 %). 

Os baixos valores de produção de NO do hidrolato da Thymbra capitata também podem 

ser justificados com os baixos valores de viabilidade do mesmo, retirando o interesse deste 

hidrolato no que toca a ação anti-inflamatória, devido a poder ser justificado pela sua 

citotoxicidade.  
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4.5. Atividade antimicrobiana  

 

A atividade antimicrobiana dos extratos em estudo foi avaliada através da sua exposição a 

dois microrganismos diferentes, o fungo filamentoso Aspergillus brasiliensis e a levedura 

Candida albicans. Durante estes ensaios foram avaliados os seus crescimentos através dos 

gráficos efetuados pela leitura das absorvâncias e pela inspeção visual da turvação dos 

poços, assim como do posterior crescimento do microrganismo em meio de cultura sólido, 

aquando da determinação da CML. 

 

Tabela 12 - Tabela representativa dos CMI (Concentração Mínima Inibitória) visuais determinados para o 

Aspergillus brasiliensis e Candida albicans. Os valores de CIM e MLC são expressos em % (v/v). 

Extratos Aspergillus brasiliensis Candida albicans 

Euphrasia officinalis N.O. N.O. 

Echinacea purpurea N.O. N.O. 

Ocimum basilicum N.O. N.O. 

Thymbra capitata 12,50 (%v/v)  12,50 (%v/v) 

Cupressus lusitanica N.O. N.O. 

Hamamelis virginiana N.O. N.O. 

Helicrysum italicum N.O. N.O. 

Matricharia camomila N.O. N.O. 

Cistus ladanifer N.O. N.O. 

N.O. – Não foi possível observar na gama de concentrações estudadas. 

 

Tabela 13 - Tabela representativa das CML (Concentrações Letal Mínima) para o Aspergillus brasiliensis e 

Candida albicans com o hidrolato Thymbra capitata. Os valores de CMI e CML são expressos em % (v/v). 

 

4.5.1. Aspergillus brasiliensis  

 

Os valores de CMI e CML observados durante a realização dos ensaios estão representados 

nas tabelas  

 e Tabela 13. O hidrolato de Thymbra capitata foi o único hidrolato em que foi  possível 

determinar a CMI visual ( 

), por observação da ausência de turvação nas maiores concentrações (12,50 % - 50,00 %).  

Como foi determinada a CMI para este hidrolato, feito um outro ensaio de determinação da 

CML Visual (%v/v) 

Aspergillus brasiliensis Candida albicans 

Thymbra capitata 50,00 25,00 
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CML. Verificou-se que o seu valor foi de 50 % (Figura 20), que corresponde a 4 vezes o valor 

de CMI.  

Através da observação dos seguintes gráficos, verificámos que o hidrolato em que foi 

observável uma redução mais acentuada de crescimento microbiano foi o de Thymbra 

capitata (Figura 19).  

 

Como é visível nos gráficos para os restantes hidrolatos, o crescimento microbiano ocorreu 

em todas as concentrações estudadas, que corrobora os resultados determinados por 

inspeção visual da placa (Figura 21). Apesar de existir uma redução do crescimento 

microbiano para algumas concentrações em estudo, através dos gráficos efetuados, é 

observável que o decréscimo de crescimento não foi muito elevado.  
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Figura 19- Crescimento microbiano (% do Controlo) de Aspergillus brasiliensis após 48 horas em contacto 

com diferentes concentrações de hidrolatos da família Asteraceae. O controlo contém apenas o fungo com 

meio de cultura. Os dados correspondem às médias ± DP e são representados como % de células de 

crescimento microbiano. 
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Figura 18 - Crescimento microbiano (% do Controlo) de Aspergillus brasiliensis após 48 horas em contacto 

com diferentes concentrações de hidrolatos da família Lamiaceae. O controlo contém apenas o fungo com meio 

de cultura. Os dados correspondem às médias ± DP e são representados como % de células de crescimento 

microbiano. 
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4.5.2. Candida albicans  

 

Os valores de CMI e CML observados durante a realização dos ensaios estão representados 

nas tabelas  

 e Tabela 13. O hidrolato de Thymbra capitata foi, tal como no fungo Aspergillus 

brasiliensis,  de novo o único hidrolato em que foi  possível determinar a CMI visual ( 
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Figura 21 - Representação de um ensaio de determinação de CML, em placa de PDA, onde foram plaqueadas as 

suspensões obtidas com as concentrações do extrato imediatamente superiores e inferiores da CMI determinada 

visualmente. Verifica-se que ocorreu crescimento do fungo Aspergillus brasiliensis para as concentrações 

plaqueadas, com exceção de 50 % que foi assumida como CML. 

Figura 20 –Crescimento microbiano (% do Controlo) de Aspergillus brasiliensis após 48 horas em contacto com 

diferentes concentrações de hidrolatos das familias Cistaceae, Cupressaceae, Orobanchaceae e Hamamelidaceae. 

O controlo contém apenas o fungo com meio de cultura. Os dados correspondem às médias ± DP e são 

representados como % de células de crescimento microbiano. 
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), por observação da ausência de turvação nas maiores concentrações (12,50 % - 50,00 %). 

Como foi confirmada a não turvação nas concentrações mais elevadas deste hidrolato, foi 

feito um outro ensaio, de determinação CML. Verificou-se que o seu valor foi de 25 % 

(Figura 25), que corresponde a 2 vezes o valor de CMI. Através da observação dos seguintes 

gráficos, verificámos que o hidrolato em que foi observável uma redução mais acentuada de 

crescimento microbiano foi o de Thymbra capitata (Figura 22).  

 

Através da observação do gráficos restantes hidrolatos (Figura 22, Figura 23 e Figura 24), 

verificamos que o decréscimo do crescimento microbiano não foi considerável, diminuído 

apenas nas maiores  concentrações testadas, mas não o suficiente para provocar a inibição 

da Candida albicans.  
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Figura 23 - Crescimento microbiano (% do Controlo) de Candida albicans após 48 horas em contacto com 

diferentes concentrações de hidrolatos da família Lamiaceae. O controlo contém apenas a levedura com meio 

de cultura. Os dados correspondem às médias ± DP e são representados como % de células de crescimento 

microbiano. 

C
ontr

olo
 

0,
78

1,
56

3,
13

6,
25

12
,5

0

25
,0

0

50
,0

0

0

50

100

150

Thymbra capitata

Concentração (%v/v)

C
re

s
c
im

e
n

to
 m

ic
ro

b
ia

n
o

(%
)

MIC visualMIC Visual

C
ontr

olo
 

0,
78

1,
56

3,
13

6,
25

12
,5

0

25
,0

0

50
,0

0

0

50

100

150

Ocimum basilicum

Concentração (%v/v)

C
re

s
c
im

e
n

to
 m

ic
ro

b
ia

n
o

(%
)

Figura 22 - Crescimento microbiano (% do Controlo) de Candida albicans após 48 horas em contacto com 

diferentes concentrações de hidrolatos da família Asteraceae. O controlo contém apenas a levedura com meio de 

cultura. Os dados correspondem às médias ± DP e são representados como % de células de crescimento 

microbiano. 
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Figura 24 - Crescimento microbiano (% do Controlo) de Candida albicans após 48 horas em contacto com 

diferentes concentrações de hidrolatos, hidrolatos das familias Cistaceae, Cupressaceae, Orobanchaceae e 

Hamamelidaceae. O controlo contém apenas a levedura com meio de cultura. Os dados correspondem às médias 

± DP e são representados como % de células de crescimento microbiano. 

Figura 25 – Representação de um ensaio de determinação de CML, em placa de SDA, onde foram plaqueada as 

suspensões obtidas com as concentrações do extrato imediatamente superiores e inferiores da CMI determinada 

visualmente. Verifica-se que ocorreu crescimento da levedura, Candida albicans para a concentração de 12,5%,  e 

não ocorreu crescimento a partir da concentração de 25% que foi assumida como CML. 
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5. Discussão 

 

As diversas alterações climáticas que temos vindo a enfrentar despertaram o lado mais 

ecológico dos consumidores, e como tal, tem aumentado a compra de produtos mais 

“verdes”, com utilização de plantas na sua constituição e com menos aditivos sintéticos [1]. 

Os cosméticos e fármacos com aplicação na pele são dos que têm despertado mais interesse, 

pois, as doenças tópicas têm tido um crescimento exponencial, sendo já uma das doenças 

mais prevalentes, tendo sido estimado que afetem mais de um bilhão de pessoas em todo o 

mundo [5,76].  

As plantas demonstram ter cada vez mais aplicações no que toca ao combate por via tópica 

das doenças nas quais a bioatividade de extratos de plantas se demonstra relevante. Os 

hidrolatos ao serem um subproduto proveniente da produção de óleos essenciais por 

hidrodestilação são muitas vezes esquecidos e daí a pouca informação acerca dos mesmos.  

Durante esta dissertação demos atenção às suas bioatividades e tentámos demonstrar o seu 

interesse no combate de doenças de pele causadas por fungos, aliando a sua ação antifúngica 

ao seu potencial para modelar a resposta inflamatória, habitualmente presente nestes 

quadros clínicos [77]. 

 

De forma a estudar mais aprofundadamente a ação dos hidrolatos no tratamento tópico de 

doenças cutâneas, durante a realização do presente trabalho, foram investigados vários 

hidrolatos pertencentes a diferentes famílias, especificamente as espécies Cistus ladanifer, 

Cupressus lusitanica, Echinacea purpurea, Hamamelis virginiana, Helichrysum italicum, 

Matricaria chamomilla, Ocimum basilicum e Thymbra capitata e o extrato aquoso de 

Euphrasia officinalis. A ação dos extratos foi estudada em duas linhas celulares distintas 

(macrófagos e queratinócitos) e em dois fungos que serviram de modelo preditivo para a 

sua possível ação contra este grupo de microrganismos, nomeadamente o fungo filamentoso 

Aspergillus brasiliensis e a levedura Candida albicans. 

 

Inicialmente os hidrolatos e extrato aquoso foram caracterizados em relação aos seus 

compostos maioritários, de forma a inferir sobre o possível contributo destes compostos 

para as diferentes bioatividades mostradas.  

 

Como descrito na secção dos resultados, de forma geral, os hidrolatos que mais se 

evidenciaram pela sua bioatividade foram o de Thymbra capitata e o  de Helichrysum 

italicum, por se terem mostrado mais bioativos, numa maior gama de ensaios.  

Diversos estudos confirmam ser o Carvacrol o principal componente do hidrolato de 

Thymbra capitata, com percentagens que variam entre os 75,14 % e 98,5 %, na parte volátil 
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do hidrolato. A quantidade de carvacrol na amostra em estudo está compreendida entre o 

intervalo descrito na literatura por Moukhles et al. (2018) e Paolini et al. (2008) [78,79]. 

Quanto ao hidrolato de Helichrysum italicum, a bibliografia que descreve a composição 

química do mesmo é muito escassa, existindo apenas um artigo que refere o 6-etil-2,2-

dimetiloctano-3,5-diona e α-terpineol como compostos maioritários, com quantidades 

relativas de 16,7 % e 15,6 %, respetivamente [80]. Relativamente ao hidrolato de  

Helichrysum italicum em estudo, este apresenta como compostos maioritários o α-

terpineol (30,55 %) e o carvacrol (29,58 %). Tais diferenças quantitativas e qualitativas nos 

compostos maioritários de diferentes hidrolatos são expectáveis, sendo que existem 

diversos fatores que podem contribuir para esta variação, que vão desde o método de 

extração  até ao local e condições climatéricas durante o crescimento da planta [81]. 

 

Relativamente aos restantes hidrolatos, as informações àcerca da composição química dos 

mesmos são muito escassas, sendo que a maioria dos estudos se foca nos óleos essenciais. 

Como tal não foram encontradas informações relativas aos hidrolatos de Echinacea 

purpurea, Hamamelis virginiana, Matricaria chamomilla e ao extrato aquoso de 

Euphrasia officinalis. 

 

A informação disponível àcerca da composição do hidrolato de Cistus ladanifer é também 

muito limitada, mas segundo a literatura encontrada, os principais constituintes deste 

hidrolato são trans-pinocarveol, borneol, terpinen-4-ol e verbenona. Na amostra em estudo, 

dos compostos maioritários descritos na literatura apenas coincide a verbanona, que se  

encontra presente na concentração de 9,81 %, percentagem relativamente próxima aos 7,8 

% retratados na literatura [82]. 

A composição fitoquímica do hidrolato de Cupressus lusitanica encontrada na literatura 

apresentou uma composição semelhante à amostra em estudo. Os compostos maioritários 

que estão descritos são o p-cymen-8-ol, o terpinen-4-ol e α-terpineol. Estudos reportam que  

o p-Cymen-8-ol pode estar presente em hidrolatos desta espécie numa quantidade que varia 

entre os 10,5 % e 15,7 %. No hidrolato em estudo, este composto encontra-se em menor 

quantidade numa percentagem de 2,7 %. Pelo contrário, os compostos  terpinen-4-ol e α-

terpineol estão presentes em maior quantidade, sendo que o terpinen-4-ol está descrito 

numa quantidade variável entre os  21% e 31,4 %  e o α-terpineol entre 5,9 % e 9,7 %. na 

amostra em estudo, estes compostos correspondem a 38,93 % e 14,67 % dos compostos 

totais, respetivamente [82]. 

O  hidrolato de Ocimum basilicum estudado apresenta os mesmos compostos maioritários 

descritos na literatura, nomeadamente o linalool, o  eucaliptol e o eugenol. o linalool 

encontra-se descrito na literatura, em quantidades relativas de 66,5 % dos compostos totais 
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do hidrolato, em  valor que é, significativamente maior do que o presente na amostra 

analisada (38,34 %). O eucaliptol está presente também em maior quantidade em estudos 

com hidrolato desta espécie previamente reportados (cerca de 7,1 % comparado com a 

amostra em estudo - 3,35 %). Já o eugenol, contrariamente aos restantes compostos, 

representa uma maior quantidade da amostra em estudo, cerca de 52,53 % do que a 

quantidade reportada na literatura (18,9 %) relativamente aos compostos totais analisados 

[83]. 

 

Após a caracterização dos compostos maioritários dos extratos em estudo, foi avaliada a sua 

citotoxicidade em duas linhas celulares, nomeadamente macrófagos e queratinócitos, que 

serviram de modelo para o estudo da atividade anti-inflamatória e biocompatibilidade 

celular.   

 

O estudo da viabilidade celular como resposta a diferentes fatores é bastante importante, 

não só de forma a prever, in vitro, a segurança dos extratos enquanto ingredientes em 

produtos cosméticos como farmacêuticos; como também para determinar a gama de 

concentrações biocompatíveis a utilizar durante a realização de diferentes ensaios, de forma 

a correlacionar a eficiência do extrato com a sua segurança.   

 

A escolha da linha celular HaCaT para avaliação da biocompatibilidade dos extratos baseou-

se no objetivo final de aplicação dos mesmos, em produtos de aplicação tópica na pele, e 

como tal foi essencial observar como é que os queratinócitos reagiam à exposição aos 

extratos [84]. A linha celular HaCaT é representativa das células epidérmicas que são 

responsáveis pela função estrutural e de barreira da epiderme. Estão também envolvidas na 

cicatrização de feridas e nas respostas imunológicas e inflamatórias da pele [85]. 

 

Durante os ensaios de citotoxicidade na linha celular HaCaT, verificou-se que os hidrolatos 

que promoviam uma maior viabilidade celular foram os de Ocimum basilicum, 

Helichrysum italicum e o extrato da Euphrasia officinalis. Estas preparações 

demostraram-se bastante biocompatíveis, inclusive apresentando viabilidades superiores a 

70 % na maioria das concentrações testadas.   

 

Contrariamente aos hidrolatos anteriormente anunciados, o hidrolato de Thymbra capitata 

quando adicionado aos queratinocitos provocou uma diminuição considerável da 

viabilidade celular nas maiores concentrações. Verificamos, contudo, que apesar de 

apresentar um perfil citotóxico, o hidrolato demonstrou-se biocompatível nas 

concentrações mais baixas  (0,78 % - 3,12 %). 
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No caso dos macrófagos, ao fazerem parte do sistema imunológico, desempenham um papel 

fundamental, fornecendo uma defesa imediata contra agentes estranhos e levam à produção 

de vários mediadores pró-inflamatórios [19]. Quando se encontram ativados, secretam 

diversos mediadores tais como TNF-α, IL-1β, IL-6 e NO, que quando produzidos em 

abundância, estão envolvidos em diversas doenças inflamatórias. Assim sendo, torna-se 

importante estudar formas de inibir a ativação dos macrófagos e produção dos seus 

mediadores pró-inflamatórios, quando avaliamos o potencial  inflamatório de extratos ou 

ingredientes [74]. 

 

Como descrito anteriormente na seção de resultados, durante os ensaios de avaliação de 

citotoxicidade, os hidrolatos que se mostraram menos citotóxicos para a linha celular RAW 

foram o Ocimum basilicum e o Helichrysum italicum. Estes hidrolatos demostraram-se 

bastante biocompatíveis, com o hidrolato de Helichrysum italicum a apresentar inclusive 

viabilidades acima de 70 %, em seis das sete concentrações testadas.  

 

Na linha celular RAW foi também possível verificar um aumento da viabilidade celular, para 

um dos extratos em estudo, nomeadamente o de Euphrasia officinalis. Esse aumento pode 

ser devido a uma maior produção de compostos biologicamente ativos relacionados com a 

proliferação celular.  Este extrato aquoso é maioritariamente constituído por flavonoides, 

contudo, a literatura existente acerca do efeito destes metabolitos nas células RAW é 

bastante escassa. Segundo Ajayi et al. (2017) os flavonoides não provocaram redução da 

viabilidade em concentrações mais baixas por períodos de exposição de 24 h, aumentado 

apenas a citotoxicidade quando o tempo de exposição aumenta para as 72 h [86]. O facto de 

as células terem sido expostas ao extrato aquoso de Euphrasia officinalis por períodos de 

24 h, pode justificar os resultados observados.  

 

De forma oposta, a preparação que se demonstrou mais citotóxica em ambas as linhas 

celulares, foi o hidrolato de Thymbra capitata. Nesta linha celular RAW, o hidrolato não se 

mostrou biocompatível em nenhuma das concentrações testadas, provocando um grande 

efeito citotóxico sobre esta linha celular. 

 

Considerando a composição química destes extratos e a sua influência no perfil de 

citoxicidade dos mesmos, a elevada biocompatibilidade do Helichrysum italicum em ambas 

as linhas celulares pode estar relacionada com a sua composição em α-terpineol,  que já este 

foi reportado em vários estudos como não tóxico e seguro tanto para os seres vivos como 

para o ambiente [87,88].  Referente ao hidrolato de Ocimum basilicum, também compatível 



Avaliação da bioatividade de extratos e do seu potencial como ingredientes cosméticos 
 

 61 

nas duas linhas celulares, apesar da citotoxicidade de um dos seus compostos maioritários, 

especificamente o eugenol, estar estabelecida na literatura, a sua atividade foi 

maioritariamente estudada em células cancerígenas, onde se verificou eficaz na indução da 

apoptose. Contudo, os autores também demostraram que a apoptose celular e a 

fragmentação do DNA foram dependentes da dose aplicada [89], podendo justificar assim 

a ausência de toxicidade verificada quando presente no hidrolato. 

 

O extrato aquoso de Euphrasia officinalis apresentou um perfil diferente dos restantes 

estudados, apresentando uma elevada biocompatibilidade para todas as concentrações. 

Este extrato, por ser aquoso, possui um método de produção distinto dos restantes extratos, 

apresentando também um diferente perfil ao nível da sua composição química, como 

discutido acima. 

 

Considerando a caracterização fitoquímica do hidrolato de Thymbra capitata observamos 

que o carvacrol está presente como composto maioritário, com uma quantidade relativa de 

98,11%, na parte volátil do hidrolato. Estudos anteriores já reportaram o efeito deste 

composto na viabilidade celular em diferentes linhas, atribuindo a sua elevada toxicidade 

ao efeito sobre a membrana celular[90,91].  

Estudos acerca do hidrolato de Thymbra capitata, e dos seus efeitos ao nível da viabilidade 

celular são escassos na literatura, não permitindo assim uma comparação direta entre os 

resultados obtidos. Contudo, estudos anteriores realizados por Delgado-Adámez et al. 

(2017) e Fitsiou E. et al. (2016) já reportaram diversas atividades do seu constituinte 

maioritário, o carvacrol, sobretudo em células cancerígenas [92,93].    

 

De forma a testar se a citotoxicidade avaliada foi devida ao verdadeiro efeito citotóxico do 

extrato e não apenas ao efeito da privação do meio de cultura, sobretudo nas concentrações 

mais elevadas, foi feita uma análise do solvente utilizado na maior concentração, 

substituindo os extratos por 50 % de água ultra pura. 

No estudo com as células HaCaT verificamos que a privação de 50 % de meio de cultura 

DMEM não afetou as células, visto que a viabilidade celular foi semelhante ao controlo. No 

caso das RAW verificamos que as células são mais afetadas pela privação de meio, tendo 

uma viabilidade inferior a 45 % quando exposta a este controlo. Contudo, o facto de em 

alguns dos hidrolatos o potencial citotóxico se mostrar superior ao do solvente, na maior 

concentração, parece corroborar que o efeito  dos hidrolatos em questão se deve à sua 

própria citotoxicidade e não ao solvente utilizado.   
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Verificamos também que, de forma geral, o aumento da concentração dos hidrolatos 

provoca uma diminuição da viabilidade em ambas as linhas celulares. Observamos, 

contudo, diversas diferenças na sensibilidade entre os queratinócitos e os macrófagos à ação 

dos extratos, como podemos verificar pela análise dos respetivos IC50s. Um extrato ou 

hidrolato é tanto mais biocompatível quanto maior for a concentração necessária para inibir 

50 % da viabilidade celular da linha celular em estudo (IC50). Através da análise dos 

respetivos IC50 verificamos então que a linha celular HaCaT se demonstrou menos 

suscetível à ação dos hidrolatos e extrato aquoso. Os queratinócitos, quando expostos ao 

hidrolato de Thymbra capitata (hidrolato que se demonstrou mais citotóxico) apresentam 

um valor de IC50 de 5,054 % (v/v), valor que é notoriamente superior ao encontrado na linha 

celular RAW (1.307 % (v/v)). A menor sensibilidade dos queratinócitos em relação aos 

macrófagos foi comprovada nos estudos realizados por Duangyod et al. (2021), em que 

quando adicionado, neste caso calcário vermelho, os queratinócitos demostraram menor 

diminuição da viabilidade e os macrófagos demonstraram-se mais sensíveis [94]. Também 

foram encontrados estudos, nomeadamente o estudo por Khaleel et al. (2015), em que foi 

relatado o oposto e os macrófagos se apresentaram mais resistentes que os queratinócitos, 

quando adicionado óleo essencial de Artemisia herba-alba [95]. Não foram encontrados 

estudos que relacionem ambas as linhas celulares quando sofriam ambas a ação de 

hidrolatos. A variação dos resultados encontrados pode ser dependente do tipo de composto 

em estudo e das condições utilizadas. Neste caso, tendo em conta que as condições de teste 

foram as mesmas, as diferenças de suscetibilidade entre as linhas celulares poderão estar 

relacionada com as disparidades metabólicas intrínsecas entre elas, bem como devido às 

diferenças nos seus mecanismos inerentes, que eliminam os danos [96].  

 

Resumindo, verificámos que os hidrolatos de Thymbra capitata e de Helichrysum italicum, 

se destacaram nas diferentes linhas celulares por razões opostas, nomeadamente a 

Thymbra Capitata devido aos seus efeitos citotóxicos em ambas as linhas celulares e o 

Helichrysum italicum pelo facto de apresentar uma elevada biocompatibilidade.  

 

Após o estudo da citotoxicidade percebemos que algumas das plantas demostravam 

interesse para uma futura aplicação na pele, devido ao sua compatibilidade, o que nos levou 

a prosseguir com o estudo da atividade anti-inflamatória em macrófagos. Para isso, usamos 

a linha celular anteriormente estudada, a qual estimulámos com o LPS como indutor de 

inflamação, na presença ou ausência dos extratos em estudo. O LPS é um dos componentes 

da membrana exterior das bactérias gram-negativas que estimula a produção de 

mediadores inflamatórios, como o óxido nítrico. Através da sua adição é possível medir os 
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níveis de óxido nítrico produzidos pelas células, sendo a redução deste mediador um 

indicador da possível atividade anti-inflamatória de um extrato ou composto [97]. 

 

Durante este trabalho, verificamos que os baixos valores de atividade anti-inflamatória de 

alguns dos hidrolatos e extrato aquoso em estudo pode ser justificada pela citotoxicidade 

dos extratos, para determinadas concentrações. Um exemplo desta influência é evidente no 

hidrolato de Thymbra capitata.  Quando analisamos os resultados da atividade anti-

inflamatória, podemos verificar uma grande descida na produção de NO na grande maioria 

das concentrações (1,56 % - 50,00 %). Contudo, como vimos anteriormente, o respetivo 

hidrolato também demostra bastante atividade citotóxica, sendo a viabilidade reduzida 

quase a zero nas altas concentrações (6,25 % - 50,00 %). Ou seja, os baixos valores de 

produção de NO são influenciados pela baixa viabilidade nessas concentrações.  

Nos restantes hidrolatos estudados também foi observável uma descida na produção de NO 

nas maiores concentrações, apresentando um perfil dose-resposta. Na concentração de 

50,00 % (V/V) a produção de NO é nula em todos os hidrolatos, mas como está referido 

anteriormente, essa concentração afeta a viabilidade celular na grande maioria das 

preparações. Ao existir uma grande redução no número de células viáveis, a produção de 

NO destas vai ser logicamente menor. 

 

Entre os hidrolatos da família Asteraceae, o hidrolato de Helichrysum italicum foi o 

hidrolato que demonstrou uma maior redução da produção de NO, de forma independente 

do seu perfil de citotoxicidade. Como já foi referido anteriormente, o seu constituinte 

principal é o α-terpineol, composto que já foi descrito na literatura e pela sua atividade anti-

inflamatória nomeadamente pela diminuição dos níveis séricos das citocinas pró-

inflamatórias IL-1β e TNF-α observadas após os estímulos com este composto em 

macrófagos [98]. Esta atividade do composto maioritário nos mediadores pró-inflamatórios 

pode justificar os resultados obtido para este hidrolato. 

 

O extrato aquoso de Euphrasia officinalis não exibiu o mesmo perfil que os hidrolatos, 

apresentando uma baixa redução dos níveis de NO. Este resultado levou-nos a questionar 

que, sendo este o único extrato com cor, poderia estar a ocorrer uma interferência da cor na 

leitura das absorvâncias. Para combater esta adversidade, a leitura das absorvâncias foi feita 

previamente à adição do LPS e esses valores posteriormente foram retiradas à leitura final 

com a adição de LPS. Conseguimos assim eliminar a interferência da cor do extrato das 

leituras da produção do NO. 
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Ao verificarmos que a maioria dos extratos em estudo causava uma redução da produção de 

NO, foi realizado um ensaio adicional para determinar a atividade Scavenging, de forma a 

perceber se a diminuição da produção de óxido nítrico se devia à ação dos extratos nas 

células ou à capacidade do próprio extrato remover o NO do meio de cultura. Esta avaliação 

foi conseguida através da adição de um doador de NO, o SNAP num ensaio realizado sem 

células. 

Pela observação das tabelas presentes nos resultados e dos respetivos gráficos (em anexo) 

verificámos que, na família Asteraceae, o Helichrysum italicum foi o único hidrolato que 

demostrou atividade Scavenging.  

Por sua vez, o extrato aquoso de Euphrasia officinalis, foi o extrato que causou uma redução 

mais acentuada na concentração de nitritos, e, portanto, uma maior capacidade 

Scavenging. Estes resultados ajudaram-nos a concluir que então que a redução da produção 

de NO nos ensaios de atividade anti-inflamatória poderá ter sofrido influência da 

capacidade Scavenging do próprio extrato. Consideramos assim que este extrato não 

demostra grande interesse quando se trata da sua aplicação em produtos com atividade  

anti-inflamatoria, visto que a redução apresentada não está relacionada com uma inibição 

da produção de NO pelas células RAW, mas sim pelo próprio extrato.  

Nos extratos em que não se verificou uma redução considerável da atividade Scavenging, a 

redução do NO apresentada acontece ao nível celular através de mecanismo intracelulares, 

o que torna estes extratos interessantes para uma possível aplicação em produtos com 

atividade anti-inflamatória. Tal atividade pode ser devida a redução da expressão da  enzima 

responsável pela produção de NO, a iNOS (Óxido Nítrico Sintetase) [99].  

Através da comparação entre os valores de IC50 e EC50 conseguimos então concluir que o 

hidrolato que se demostrou mais interessante para a possível aplicação na pele foi o de 

Helicrysum italicum devido à maior diferença de magnitude destes dois indicadores, 

quando comparado com os restantes hidrolatos. Quanto maior o intervalo de valores entre 

os valores de IC50 e EC50 mais interessante se torna o hidrolato, pois os elevados valores de 

viabilidade aliados à capacidade de diminuir a produção de NO tornam-no eficaz enquanto 

possível anti-inflamatório, em concentrações consideradas como seguras. 

 O Helicrysum italicum já foi reconhecido anteriormente na literatura como uma espécie 

bastante interessante devido à sua bioatividade. Neste estudo foi o hidrolato mais 

biocompatível com a linha celular HaCaT, validando a sua utilização em produtos de 

aplicação tópica; e revelou-se como o hidrolato com atividade anti-inflamatória mais 
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revelante. O α-terpineol, composto maioritário presente no hidrolato, já foi reportado 

anteriormente como potenciador de penetração na cutânea, aplicação bastante interessante 

neste caso de estudo. Tem também um aroma agradável, aumentado o interesse da sua 

utilização no fabrico de perfumes, cosméticos e sabonetes [100]. 

A planta Helicrysum italicum é também autóctone  da flora portuguesa, assim sendo, é mais 

adaptada às condições do solo, mais resistente a pragas e doenças, ou seja, uma planta mais 

fácil de manter e cultivar[101]. Tais características tornam a sua utilização ainda mais 

interessante e benéfica, pois ao ser uma planta de fácil acessibilidade no nosso território e 

com uma distribuição muito extensa sobre a nossa costa faz com que esteja disponível para 

a indústria uma grande quantidade de matéria-prima [54].  

De forma a aprofundar o conhecimento sobre o potencial bioativo dos hidrolatos em estudo, 

avaliou-se também a capacidade dos hidrolatos de inibirem o crescimento de determinados 

microrganismos de  relevância clínica em infeções fúngicas cutâneas, nomeadamente da 

Candida albicans e Aspergillus brasiliensis. Estes microrganismos causam infeções 

recorrentes e ao serem um fungo filamentoso e uma levedura, os seus resultados são 

também representativos do seu potencial contra outros fungos causadores de infeções na 

pele. 

Relativamente aos resultados para o Aspergillus brasiliensis, fungo omnipresente no solo e 

um contaminante alimentar muito comum, este não se mostrou sensível à atividade dos 

hidrolatos e extrato aquoso. Este microrganismo apresenta-se como um fungo oportunista, 

tornando-se causador de doença quando o sistema imunológico se encontra comprometido, 

e a sua transmissão é feita através de esporos [102,103].  

De todos os extratos estudados, apenas o hidrolato da Thymbra capitata provocou uma 

diminuição considerável do crescimento deste microrganismo. Este foi também o único 

hidrolato para o qual se determinou uma CMI visual. Verificou-se também que para a 

concentração de CMI este hidrolato apresentou-se como fungistático, sendo que CML 

obtido foi superior a valor de CMI.  

 

Relativamente à Candida albicans, este é um dos patógenos mais prevalentes dos humanos 

[104–106], que se caracteriza por ser um fungo dimórfico que prolifera tanto na forma de 

levedura como em forma de hifa [107]. A Candida albicans pode causar infeções superficiais 

como a candidose oral ou vaginal ou/e infeções sistémicas, apresentando-se estas como 

quadros clínicos graves. Os episódios provocados por esta levedura tendem a ocorrer nas 

áreas húmidas na pele, causando erupções cutâneas, prurido e descamação da pele 

[108,109].  
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Este microrganismo mostrou-se menos sensível à ação das preparações quando comparável 

com o Aspergillus brasiliensis, não sendo observável quase nenhuma diminuição relevante 

do crescimento entre o controlo e as várias concentrações testadas, para a maioria dos 

hidrolatos. À semelhança do que se verificou para o fungo filamentoso Aspergillus 

brasiliensis, o hidrolato de Thymbra capitata foi o único extrato onde se observou CMI 

visual para a Candida albicans. Verificou-se, contudo, uma diferença da eficácia deste 

hidrolato nos dois microrganismos. Apesar se apresentarem o mesmo valor de CMI, para a 

Candida albicans a CML ocorreu para um valor de duas vezes a CMI, mostrando se mais 

eficaz quando comparado com  Aspergillus brasiliensis onde o MLC foi de quatro vezes a 

CMI. 

 

Estudos existentes na literatura como, Faleiro et al. (2005) descrevem a ação do hidrolato 

de Thymbra capitata, os mesmos atribuem a sua forte atividade à presença de compostos 

fenólicos, sobretudo ao seu composto maioritário - o carvacrol - e ao seu possível sinergismo  

com os restantes compostos que constituem o hidrolato [110]. 

As propriedades antimicrobianas dos fenóis já estão bem descritas na literatura e podem 

ser explicadas por interações dos mesmos com a membrana celular dos microrganismos. A 

maior atividade antimicrobiana do carvacrol, segundo a bibliografia (Arfa et al. 2006), pode 

ser resultado da sua hidrofobicidade, aumentando a interação e o acumular de compostos 

na membrana celular. A sua capacidade de ligação ao hidrogénio e sua capacidade de 

libertação de protões podem induzir modificação conformacional da membrana, resultando 

em morte celular [111].  

Esta planta, Thymbra capitata, tal como o Helicrysum italicum é uma planta autóctone de 

Portugal continental, ocorrendo naturalmente no território português [112]. Esta 

característica, como foi referido anteriormente, aumenta exponencialmente o interesse dos 

produtores nesta planta, devido à maior facilidade no acesso e produção. 

 

Durante a realização dos ensaios de atividade antimicrobiana não era esperada uma 

redução acentuada do crescimento microbiano, tal como se verificou durante a análise dos 

mesmos. Quando comparados com os óleos essenciais, os hidrolatos tendem a ser menos 

eficazes pois a sua bioatividade é menor. Considerando a sua ação como antifúngicos, o 

único hidrolato que se demostrou interessante para possível aplicação num produto 

cosmético ou farmacêutico foi o hidrolato da Thymbra capitata.  

 

Apesar dos estudos que relatam a atividade antifúngica dos hidrolatos serem escassos, estes 

reportam que a atividade destes é muito moderada, tendo uma eficácia muito menor 
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quando comparados com os respetivos óleos essenciais [113]. Contudo, apesar da maior 

atividade antifúngica que apresentam, os óleos essenciais apresentam também uma menor 

margem de segurança.  Os hidrolatos, por serem menos tóxicos, apresentam a vantagem de 

poderem ser usados sem diluição e ser aplicados diretamente no local de interesse ou serem 

até bebidos [29]. Esta característica aumenta o seu interesse como compostos bioativos para 

diferentes aplicações, onde se inclui a sua inclusão em produtos cosméticos. 
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6. Conclusão e Perspetivas Futuras 

A utilização dos hidrolatos tem se demostrado cada vez mais interessante, apesar da sua 

eficácia mais reduzida quando comparados com os seus respetivos óleos essenciais. 

 As vantagens da utilização dos hidrolatos já estão a ser aproveitadas por algumas empresas, 

e já podem ser encontrados no mercado em formulações cosméticas, ou puros para 

utilização cosmética e até alimentar como era efetuado na antiguidade. 

 

Entre as diferentes aplicações que podem ser atribuídas a estes produtos, a sua elevada 

biocompatibilidade, aliada ao potencial bioativo de alguns deles, tornam-nos 

particularmente interessantes como ingredientes em formulações de aplicação tópica, 

nomeadamente em produtos cosméticos. 

 

Dos hidrolatos e extrato aquoso que foram estudados ao longo deste trabalho, todos 

apresentaram a capacidade de reduzir a viabilidade celular. Ainda assim, todos possuem 

concentrações em que são biocompatíveis, com exceção do hidrolato de Thymbra capitata, 

apresentando-se este como o hidrolato mais citotóxico. Através da comparação dos 

diferentes resultados, descobrimos que o hidrolato mais biocompatível foi Helichrysum 

italicum. Este, juntamente com o hidrolato de Ocimum basilicum, apresentaram valores 

IC50 muito mais elevados do que os correspondentes EC50s, e foram por isso considerados 

os melhores candidatos como ingredientes bioativos para aplicação em produtos com ação 

anti-inflamatória. Verificou-se também que, para a maioria dos extratos, esta ação anti-

inflamatória se deveu a uma verdadeira diminuição dos níveis de NO produzidos e não ao 

seu potencial de atuarem como antioxidantes (Scavenging), corroborando assim o seu 

potencial anti-inflamatório.  

 

Relativamente ao potencial dos hidrolatos em atuarem como antifúngicos, apenas o 

hidrolato de Thymbra capitata apresentou CMIs visuais para ambos os microrganismos, 

sendo fungistatico nessas concentrações. Contudo, as concentrações necessárias para se 

conseguir esta atividade foram muito superiores aos limites de biocompatibilidade em 

ambas as linhas celulares. Estudos adicionais, em modelos mais robustos, são necessários 

para aferir a verdadeira citotoxicidade deste subproduto. 

 

Conclui-se assim que os hidrolatos de Helichrysum italicum e Thymbra capitata se 

destacaram pela capacidade anti-inflamatoria e antimicrobiana, respetivamente.  Sendo 

estes subprodutos da hidrodestilação de óleos essenciais, os resultados obtidos contribuem 
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para a valorização dos hidrolatos, particularmente dos provenientes de plantas autóctones 

portuguesas. 

 

As potenciais aplicações destes hidrolatos poderiam incluir champôs, cremes ou 

desodorizantes que atuassem como adjuvantes em casos de infeção fúngica ou de doenças 

com grande componente inflamatória, contribuindo para a manutenção da saúde da pele. 

A sua utilização diária poderia contribuir para prevenção do aparecimento de doenças 

fúngicas mais prevalentes. Uma outra possível aplicação seria também, por exemplo, como 

antioxidantes com ação anti-aging ou como conservantes em formulações cosméticas graças 

à atividade antioxidante que alguns hidrolatos apresentaram. 

 

Contudo, é indispensável a realização de mais estudos que avaliem tanto outros potenciais 

efeitos bioativos com vista a outras aplicações, como também estudos que avaliem a sua 

segurança, como o estudo do seu potencial mutagénico e genotóxico. 
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8. Apêndice I – Atividade Scavenging 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A2 -  Capacidade de eliminação de NO dos hidrolatos das plantas da família Asteraceae. Os resultados 

são expressos em percentagem de libertação NO ativada pelo reagente SNAP, comparativamente ao controlo. * 

representam significância estatística quando comparados com o controlo, conforme determinado pelo valor de 

p < 0,05 usando ANOVA unidirecional. 
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Figura A1 - Capacidade de eliminação de NO dos hidrolatos das plantas da família Lamiaceae. Os resultados são 

expressos em percentagem de libertação NO ativada pelo reagente SNAP, comparativamente ao controlo. * 

representam significância estatística quando comparados com o controlo, conforme determinado pelo valor de 

p < 0,05 usando ANOVA unidirecional. 
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9.  Apêndice II – Concentração necessária de 

extrato para inibir 50 % da viabilidade celular  

IC50 - Concentração Inibitória Média na linha celular HaCaT  
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Figura A4 - Curvas de dose-resposta IC50 (Concentração Inibitória Média) dos hidrolatos da família Lamiaceae 

pela linha celular HaCaT.  
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Figura A3 - Capacidade de eliminação de NO dos hidrolatos das plantas da família Cistaceae, Cupressaceae, 

Orobanchaceae e extrato aquosos da família Hamamelidaceae. Os resultados são expressos em percentagem de 

libertação NO ativada pelo reagente SNAP, comparativamente ao controlo. * representam significância 

estatística quando comparados com o controlo, conforme determinado pelo valor de p < 0,05 usando ANOVA 

unidirecional. 
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Figura A5 - Curvas de dose-resposta IC50 (Concentração Inibitória Média) dos hidrolatos da família Asteraceae 

pela linha celular HaCaT. 
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Figura A6 - Curvas de dose-resposta IC50 (Concentração Inibitória Média) dos hidrolatos das familias Cistaceae, 

Cupressaceae e Hamamelidaceae pela linha celular HaCaT. 
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IC50 - Concentração Inibitória Média na linha celular RAW 
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Figura A7 - Curvas de dose-resposta IC50 (Concentração Inibitória Média) dos hidrolatos da família Lamiaceae 

pela linha celular  RAW.   
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Figura A8 - Curvas de dose-resposta IC50 (Concentração Inibitória Média) dos hidrolatos da família Asteraceae 

pela linha celular RAW. 
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Tabela A1- Tabela com os valores de IC50, intervalo de confiança e R2 para cada um dos hidrolatos e extrato 

aquoso.  

 
IC50 Intervalo de Confiança R2 

Euphrasia officinalis 20,46 15,26 t- 25,98 0,8308 

Echinacea purpúrea 11,63 9,374 - 15,74 0,8751 

Ocimum basilicum 29,90 26,23 - 33,64 0,7988 

Thymbra capitata 1,307 1,154 - 1,477 0,8344 

Cupressus lutitanea 8,620 5,756 - 18,25 0,8801 

Hamamelis virginiana 5,845 4,592 - 8,316 0,9204 

Helicrysum italicum 36,14 33,79 - 38,67 0,8928 

Matricharia camomila 11,20 8,819 - 17,40 0,8798 

Cistus ladanifer 14,62 12,99 - 16,31 0,9362 
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Figura A9 - Curvas de dose-resposta IC50 (Concentração Inibitória Média) dos hidrolatos da família hidrolatos 

das familias Cistaceae, Cupressaceae, Orobanchaceae e Hamamelidaceae pela linha celular RAW. 
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10. Apêndice III – Concentração  de extrato 

para a qual 50% da população apresenta 

resposta após um período de tempo específico 

EC50 - Concentração que induz metade do efeito máximo na linha 

celular RAW 
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Figura A11 - Curvas de dose-resposta EC50 dos hidrolatos da família Asteraceae pelas linha celular RAW.   
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Figura A10- Curvas de dose-resposta EC50 dos hidrolatos da família Lamiaceae na linha celular RAW.   
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Tabela A2 - Tabela com os valores de EC50, intervalo de confiança e R2 para cada um dos hidrolatos/extrato 

aquoso. 

 

 
EC50 Intervalo de Confiança R2 

Euphrasia officinalis 4,487 3,961 - 5,072 0,9385 

Echinacea purpúrea 4,977 4,486 - 5,490 0,9649 

Ocimum basilicum 3,870 3,222 - 4,633 0,8804 

Thymbra capitata 1,306 1,050- 1,576 0,7594 

Cupressus lutitanea 3,117 2,646 - 3,664 0,8869 

Hamamelis virginiana 4,661 3,932 -5,504 0,8427 

Helicrysum italicum 1,924 1,639 - 2,231 0,9148 

Matricharia camomila 1,903 1,681 - 2,143 0,9220 

Cistus ladanifer 1,411 1,036 - 1,789 0,7750 
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Figura A12 - Curvas de dose-resposta EC50 dos hidrolatos dos hidrolatos da família hidrolatos das familias 

Cistaceae, Cupressaceae, Orobanchaceae e Hamamelidaceae na linha celular RAW. 
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11. Anexo I –Relatórios de Análise Cromatográfica 

Cistus ladanifer  

     

Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior 
Escola Superior Agrária  cbpbi@ipcb.pt 
Quinta da Srª de Mércules  Telef. 272 339 900 
6001-909 Castelo Branco  http://cbpbi.ipcb.pt/ 

 

# T.R. Nome do Composto 
Fórmula 

Molecular 
Área 

% Composto 
maioritário 

% Composto 
total 

1 4,966 4-Hidroxi-4-metilpentan-2-one C6H12O2 9870000 5,14 1,11 

3 17,496 Borneol C10H18O 75200000 39,17 8,45 

4 18,431 p-Cimen-8-ol C10H14O 95100000 49,53 10,69 

5 18,928 (-)-Mirtenol C10H16O 99400000 51,77 11,17 

6 19,499 D-Verbenona C10H14O 87300000 45,47 9,81 

7 19,953 trans-Carveol C10H16O 51300000 26,72 5,77 

8 20,095   12500000 6,51 1,40 

9 20,460   35000000 18,23 3,93 

10 21,473   31400000 16,35 3,53 

11 22,151   20100000 10,47 2,26 

12 22,436   16100000 8,39 1,81 

13 23,135 p-Cimen-7-ol C10H14O 18400000 9,58 2,07 

14 23,305   30500000 15,89 3,43 

15 23,805 4-Hidroxi-3-metoxibanzaldeído C9H10O2 19200000 100,00 21,58 

16 24,130   10500000 5,47 1,18 

17 24,801   24400000 12,71 2,74 

18 25,636   17700000 9,22 1,99 

19 28,103   12400000 6,46 1,39 

20 31,487   25600000 13,33 2,88 

21 32,441 2,5-Di(1,1-dimetiletil)-fenol C14H22O 16000000 8,33 1,80 

       

   % Total de compostos identificados: 73,45 
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Cupressus lusitanica 
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Echinacea purpurea 

     

Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior 
Escola Superior Agrária  cbpbi@ipcb.pt 
Quinta da Srª de Mércules  Telef. 272 339 900 
6001-909 Castelo Branco  http://cbpbi.ipcb.pt/ 

 

Cromatograma do hidroato (em cima) e do óleo essencial (em baixo) da Echinacea purpurea. 
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Euphrasia officinalis 

 

 

 

 

   Relatório de análise HPLC 

Amostra: Euphrasia officinalis   

Data da análise: 20/05/2021 

  

Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior 

Escola Superior Agrária  cbpbi@ipcb.pt 
Quinta da Srª de Mércules  Telef. 272 339 900 
6001-909 Castelo Branco  http://cbpbi.ipcb.pt/ 

 

 

 

Análise cromatográfica  identificação e quantificação dos compostos químicos presentes 

na amostra: 

 T.R. (min) Nome do Composto Área 
C CALC 

(µG/mL) 
C CALC (µG/mg 

extrato) 

1 3,44 Ácido gálico 188,157 7,992 0,399 

2 10,40 Epicatequina 3239,51 101,878 5,093 

3 10,55 Ácido clorogenico 138,606 11,927 0,596 

4 24,88 Rutina 203,975 44,230 2,211 

5 49,94 Camferol 27,510 19,273 0,963 

 

Camferol 

Epicatequina 

 

   Relatório de análise HPLC 

Amostra: Euphrasia officinalis   

Data da análise: 20/05/2021 

  

Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior 

Escola Superior Agrária  cbpbi@ipcb.pt 
Quinta da Srª de Mércules  Telef. 272 339 900 
6001-909 Castelo Branco  http://cbpbi.ipcb.pt/ 

 

 

Cromatogramas do extrato aquoso de Euphrasia officinalis obtidos por HPLC: 

 

 

 

Ác.Gálico 

Ác.Clorogénico 

Rutina 
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Hamamelis virginiana  

 

 

 

   Relatório de análise GC-MS 

Amostra: Hidrolato de Hamamelis virginiana 

Data da análise: 20/04/2021 

  

Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior 
Escola Superior Agrária  cbpbi@ipcb.pt 
Quinta da Srª de Mércules  Telef. 272 339 900 
6001-909 Castelo Branco  http://cbpbi.ipcb.pt/ 

 

  

Detalhes da Análise Cromatográfica: 

O perfil volátil do hidrolato de Hamamelis virginiana foi obtido, em triplicado, através de 

cromatografia gasosa acoplada a um espectrofotómetro de massa (GC/MS SCION-SQ 456 

GC, Bruker). A separação dos compostos foi conseguida através de uma coluna capilar de 

sílica fundida HP-5MS com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diâmetro e 0,25 µm de 

espessura (Agilent J&W GC Columns), utilizando-se o hélio como gás de arraste com um 

fluxo de 1mL/min. 

A amostra de hidrolato foi injetada com uma concentração de 4 mg/mL (1 µL), utilizando-

se um split de 1:10. A temperatura inicial do forno foi programada para 45°C, aumentando 

gradualmente 3°C/min até aos 175°C, finalmente aumenta até aos 300°C com uma razão 

de aquecimento de 15°C/min, mantendo-se nesta temperatura final durante 10 minutos. O 

injetor e o detetor foram mantidos a 220°C e 250°C, respetivamente. 

A identificação dos compostos voláteis presentes na amostra foi realizada utilizando-se 

dois métodos analíticos distintos: comparação dos espetros de massa obtidos com os 

espetros de massa da biblioteca NIST 17 incluída no software do equipamento, bem como 

atendendo aos índices de Kovats (NIST 17) e à comparação destes com os índices de Kovats 

experimentais obtidos de acordo com uma série de alcanos injetada com o mesmo método 

que a amostra. A quantidade relativa de cada composto foi expressa em percentagem da 

área relativa do pico do composto relativamente à área total dos picos identificados na 

amostra, bem como em percentagem da área relativa do pico de cada composto 

relativamente à área do pico do composto maioritário. Apenas são considerados 

compostos cuja área relativa ao composto maioritário seja > 0,5%. 

  

 

   Relatório de análise GC-MS 

Amostra: Hidrolato de Hamamelis virginiana 

Data da análise: 20/04/2021 

  

Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior 
Escola Superior Agrária  cbpbi@ipcb.pt 
Quinta da Srª de Mércules  Telef. 272 339 900 
6001-909 Castelo Branco  http://cbpbi.ipcb.pt/ 

 

          

8 32,94    4,49E+06 26,71 7,16   

9 33,75    5,11E+06 30,41 8,15   

10 38,58    4,18E+06 24,88 6,67   

11 39,39    3,88E+06 23,11 6,19   

          

   % Total de compostos identificados: 52,48   
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Helichrysum italicum  

 

 

     

Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior 
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    Relatório de análise GC-MS 

Amostra: Hidrolato de Helichrysum italicum 

Data da análise: 08/10/2020 

 

 

Detalhes da Análise Cromatográfica: 

O perfil volátil do hidrolato de Helichrysum italicum foi obtido, em triplicado, através de 

cromatografia gasosa acoplada a um espectrofotómetro de massa (GC/MS SCION-SQ 456 

GC, Bruker). A separação dos compostos foi conseguida através de uma coluna capilar de 

sílica fundida HP-5MS com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diâmetro e 0,25 µm de 

espessura (Agilent J&W GC Columns), utilizando-se o hélio como gás de arraste com um 

fluxo de 1mL/min. 

O hidrolato foi injetado com uma concentração de 9 mg/mL (1 µL), utilizando-se um split 

de 1:50. A temperatura inicial do forno foi programada para 45°C, aumentando 

gradualmente 3°C/min até aos 175°C, finalmente aumenta até aos 300°C com uma razão 

de aquecimento de 15°C/min, mantendo-se nesta temperatura final durante 10 minutos. O 

injetor e o detetor foram mantidos a 220°C e 250°C, respetivamente. 

A identificação dos compostos voláteis presentes na amostra foi realizada utilizando-se 

dois métodos analíticos distintos: comparação dos espetros de massa obtidos com os 

espetros de massa da biblioteca NIST 17 incluída no software do equipamento, bem como 

atendendo aos índices de Kovats (NIST 17) e à comparação destes com os índices de Kovats 

experimentais obtidos de acordo com uma série de alcanos injetada com o mesmo método 

que a amostra. Alguns dos compostos nomeadamente, o 1,8-Cineole e o linalool foram 

ainda confirmados através da comparação com padrões (Sigma-Aldrich). A quantidade 

relativa de cada composto foi expressa em percentagem da área relativa do pico do 

composto relativamente à área total dos picos identificados na amostra, bem como em 

percentagem da área relativa do pico de cada composto relativamente à área do pico do 

composto maioritário.   
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Matricaria chamomilla  
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Ocimum basilicum  
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Thymbra capitata 
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