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RESUMO 
Estudos clínicos publicados na última década sugerem que numerosas estirpes de 
probióticos apresentam grande potencial para o uso na dermatologia além do bem-estar 
intestinal já consagrado. Princípios ativos para serem incorporados em formulações 
dermatológicas contendo probióticos são pouco comuns. Dessa forma o princípio ativo 
em estudo foi um insumo original e simbiótico composto por fibras solúveis prebióticas 
β-frutooligossacarídeo e α-glucooligossacarídeo em conjunto com cepas de Lactobacillus 
inativados, atomizado em maltodextrina. O objetivo da pesquisa foi verificar a viabilidade 
celular, as características morfo-tintoriais e bioquímicas das cepas da fração probiótica 
do princípio ativo e sua atividade antioxidante quando adicionado a um creme 
dermatológico pelo método DPPH. Em cada 1 grama do princípio ativo foram 

encontradas em média 4,15.109UFC.g-1 que apresentaram características morfotintoriais 
e bioquímicas condizentes com as do Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus casei. 
No método do DPPH, o creme dermatológico apresentou atividade antioxidante em todas 
as concentrações testadas e foi maior(30,8%) na concentração de 3%.Mais estudos 
devem ser realizados para verificar se a atividade antioxidante é proveniente também 
da fração prébiótica do princípio ativo. Palavras chave: Antioxidantes, Dermatologia, 
Probióticos. 

ABSTRACT 
Clinical studies published in the last decade suggest that many probiotic strains present 
great potential for the use in dermatology in addition to the well-established intestinal 
well-being. Active principles to be incorporated into dermatological formulations 
containing probiotics are uncommon. Thus, the active principle under study was an 
original and symbiotic input composed of soluble prebiotic fibers β-fructooligosaccharide 
and α-glucooligosaccharide in conjunction with Lactobacillus inativated strains, 
atomized in maltodextrin. The objective of the research was to verify the viability the 
biochemical characteristics of the probiotic fraction of the active ingredient and its 
antioxidant activity when added to a dermatological cream of the DPPH method. In each 
one gram of the active principle, 4.15.109 CFUg-1 was found that showed morphological 
and biochemical characteristics that were correlated with those of Lactobacillus 
acidophilus and Lactobacillus casei. In the DPPH method, the dermatological cream 
presented antioxidant activity at all concentrations tested and was higher (30.8%) at the 
3% concentration. More studies should be performed to verify if the antioxidant activity 
also comes from the prebiotic fraction of the active principle.  
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1. INTRODUÇÃO 
 

Internacionalmente os probióticos são definidos como m i c r o r g a n i s m o s  
vivos, que quando administrados em quantidades adequadas conferem benefício à saúde 
do hospedeiro. Formulações orais e alimentos com probióticos são utilizados para 
restaurar o equilíbrio microbiano, principalmente no trato digestório e recentemente, para 
o tratamento de condições inflamatórias e alérgicas. Cepas específicas são capazes de 
modular o sistema imunológico em níveis locais e sistêmicos (CROSS,2002). 

Aplicações não intestinais de probióticos são pouco investigadas, no entanto, 
estes microrganismos são passíveis de serem aplicados a qualquer ambiente onde 
exista uma microbiota normal, assim como a pele (TANNOCK,1995).Nos últimos anos 
autores levantaram a hipótese de um novo modelo de unificação, ou seja, eixo intestino-
cérebro-pele, sugerindo que a modulação da microbiota pela implantação dos 
probióticos poderia exercer profundos efeitos benéficos sobre a homeostase também da 
pele(CATENEO,2008). 

Dessa forma os probióticos representam uma alternativa para o tratamento e 
prevenção de diversas afecções da pele (CATENEO,2008). Também são princípios 
ativos mais seguros ao consumidor, pois são produtos naturais com melhor tolerância e 
menor capacidade alergênica. Fato este que atende a demanda por este tipo de produto, 
denominado biocosméticos impulsionando os avanços técnicos e científicos no setor e, 
consequentemente, o desenvolvimento de novos cosméticos (BRINEY, 2004). 

Neste sentido, o presente estudo fundamentou-se na necessidade de explorar o 
potencial dos probióticos para aplicação na pele, através da avaliação do antioxidante de 
um creme dermatológico contendo os mesmos. Este princípio ativo foi o único encontrado 
comercialmente para manipulação no Brasil, contendo células bacterianas intactas 
liofilizadas e atomizadas. 

O princípio ativo em estudo foi um insumo original e simbiótico, com fibras solúveis 
prebióticas β-frutooligossacarídeo e α-glucooligossacarídeo em conjunto com cepas de 
Lactobacillus inativados, atomizado em maltodextrina. Segundo o fabricante o produto 
possui uma ação complementar pre/probiótica capaz de desencadear uma melhora na 
aparência da pele por confrontaras agressões diárias, mantendo, estimulando e 
reconstituindo a ecofloracutânea (SOLABIA,2009). 

Ainda segundo o fabricante o ativo também teve sua eficácia atribuída aos 
Lactobacillus caseie acidophilus. O Lactobacillus casei, é uma espécie de bactéria lática 
feno t ip i camente  e geneticamente heterogênea. É caracterizado como 
microorganismo gram-positivo, não esporulado, catalase-negativo, desprovido de 
citocromo, anaeróbio, mas aerotolerante, ácido-tolerante e estritamente fermentativo. 
Devido a sua forma de bastonetes é chamado de “bacilo” e por ter a capacidade de 
transformar, através da fermentação o açúcar do leite (lactose) em ácido láctico, é 
chamado de lactobacilos (FERRERO,1996). 

Já Lactobacillus acidophilus possui características muito semelhantesao 
Lactobacillus casei. É um bastonete gram-positivo, não formador deesporos, 
homofermentativo, catalase negativo, que habita comumente o tratointestinalhumano.  
(MERCENIER,2002). O mecanismo de ação do princípio ativo, segundo o informe técnico 
do fornecedorébastante diversificado e compõem no mínimo uma das seguintes 
categorias: 1) Inibiçãode patógenos e restabelecimento da homeostase microbiana. 2) 
Proteção dabarreira epitelial. 3) Modulação da resposta imune. Sua atividade 
antioxidante nãofoi pesquisada. 
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Além da inibição de microorganismos patogênicos, há estudos queprocuram 
verificar atividades benéficas dos probióticos na pele, como aumento dahidratação, 
inibição da melanogênese e antioxidação. O foco do presente trabalhobuscou verificar a 
capacidade antioxidante de um creme dermatológico contendo pre/probióticos, de modo 
avalidar essa nova vertente  deestudos desse tema (KIMet al, 2015; TSAI et al,2013). 

O objetivo da pesquisa foi verificar a viabilidade celular, as características morfo-
tintoriais e bioquímicas das cepas da fração probiótica do princípio ativo e sua atividade 
antioxidante quando adicionado a um creme dermatológico pelo método DPPH. 
 
2. METODOLOGIA 
 

O trabalho foi do tipo prospectivo experimental, onde a atividade antioxidante de 
um creme dermatológico contendo pré/probióticos foi avaliada. O estudo foi 
desenvolvido nas dependências do campus da Faculdade Assis Gurgacz (FAG), 
localizada na cidade de Cascavel –PR. 
 
2.1. MATERIAIS UTILIZADOS 

Oreativo2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)(Sigma-AldrichCo.), ferricianeto de 
potássio, ácido tricloroacético, cloreto férrico, fosfato de sódio monobásico anidro e 
fosfato de sódio dibásico anidro (Vetec Química Fina Ltda) e metanol (Merck) utilizados 
no trabalho eram analiticamente puros. O princípio ativo foi adquirido da empresa 
Solabia. O ágar e o caldo MRS- De Man Rogosa and Sharpe (Oxoid) e o caldo TSB - 
Tryptic Soy Broth (Acummedia) foram adquiridos na empresa Paraná Labor Comércio 
de Produtos e Equipamentos para LaboratórioLTDA. Os equipamentos utilizados foram: 
vórtex (Phoenix Luferco – AP56), centrífuga.  E x c e l s a  modelo 280 R (Fanem-Brasil), 
sonicador-ultrassom USC750 (Ultra Sonic Cleaner - Unique). As medidas de absorção 
foram realizadas em espectrofotômetro UV-Vis modelo 1600 (Nova) utilizando cubetas 
de vidro com percurso óptico de 1,0cm. 
 
2.2 ATIVAÇÃO DA FRAÇÃO PROBIÓTICA DO PRINCÍPIOATIVO 

A ativação das cepas liofilizadas dos probióticos contidas no princípio ativo foi 
importante para possibilitar a verificação da viabilidade celular e caracterização das 
cepas presentes no produto. Para ativação das cepas liofilizadas, 1 grama do princípio 
ativo foi transferido para tubos contendo 10 mL de caldo TSB (TrypticSoyBroth) 10% (v/v), 
os quais foram posteriormente incubados por um período de 24 horas em jarra de 
anaerobiose a 37 °C ±1, conforme metodologia de Redondo (2008). 
  
2.3. VIABILIDADE DA FRAÇÃO PROBIÓTICA DO PRINCÍPIOATIVO 

A viabilidade foi realizada segundo Schmitt (2014) com o objetivo de verificar 
quantas células viáveis o produto apresentava, pois, esta informação não constava no 
laudo do fornecedor. Após 24 horas de incubação foi realizada a centrifugação da cultura 
a 5000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, e o sedimento ressuspenso 
em 10 mL de solução salina fosfatada tamponada, com posterior homogeneização em 
vórtex seguida de centrifugação.  O procedimento foirealizado3 vezes, a fim de eliminar 
todo o caldo do sedimento. Posteriormente, o sedimento foi ressuspenso com 9 mL de 
solução fosfato tampão. A partir desta suspensão foram realizadas oito diluições 
sucessivas. A viabilidade celular foi determinada pela técnica de semeadura em 
profundidade, utilizando o meio ágar MRS (De Man Rogosa e Sharp). As análises foram 
realizadas em triplicata, com uma repetição. 

Para contagem, foram utilizadas placas que apresentaram entre 30 e300 colônias, 
multiplicando-se o resultado individual pela respectiva diluição. Os resultados médios por 

diluição foram expressos em UFC.g-1 de produto. 
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2.4 ISOLAMENTO DAS CEPAS DA FRAÇÃO PROBIÓTICA DO PRINCÍPIOATIVO 
O isolamento das bactérias foi realizado a partir de ágar MRS que permitiu apenas 

o crescimento destes probióticos (GARCIA,1999). 
 
2.5. CARACTERIZAÇÃO DA FRAÇÃO PROBIÓTICA DO PRINCÍPIO ATIVO 
 
Caracterização morfo-tintorial 

A quarta etapa consistiu na caracterização morfo-tintorial do o princípio ativo 
liofilizado, com o objetivo de comprovar que o mesmo continhacepas de  Lactobacillus 
acidophilus e Lactobacillus casei. A caracterização morfológica foi realizada observando 
o aspecto das colônias na placa contendo meio de cultura. Já a caracterização morfo- 
tintorial foi realizada pelo método de Gram conforme Tortora (2010).  Para isso foram 
preparadas suspensões em salina fisiológica, a partir das colônias i so l a d a s .  

Dessa suspensão foram preparados esfregaços em lâminas de vidro. Após 
coloração pelo método de Gram, foram observadas as características tintoriais das 
células ao microscópio óptico com auxílio de objetiva de 100X (imersão). As amostras 
bacterianas caracterizadas como “BACILOS” Gram positivos, aos pares, isolados ou 
em pequenas cadeias foram, então, caracterizadas presuntivamente como do gênero 
Lactobacillus spp.(GARCIA, 1999). 
 
Prova dacatalase 

Na quinta etapa foi realizada a caracterização do princípio ativo a partir da avaliação 
da presença da catalase, através de metodologia convencional. Uma gota de peróxido 
de hidrogênio a 3% (v/v), foi adicionada, em lâmina  de vidro, sobre uma colônia 
bacteriana, previamente identificada, a fim de se selecionar bactérias ácido-lácticas 
catalase-negativo com ausência de produção de bolhas (GARCIA,1999). 
 
2.6 ELABORAÇÃO DO CRÈME DERMATOLÓGICO 

A sexta etapa consistiu na preparação do creme dermatológico. A composição do 
creme está descrito na Tabela 1. 
 
Tabela 1. Composição quantitativa e qualitativa da formulação do creme dermatológico 

Matéria prima Concentração Função 

1.Alcool cetoestearílico/ 
monoestearato de sorbitanoetoxilado 
(20moles OE) 

8% Emulsionante e 
agente de 
consistência. 

2.Propilenoglicol 5% Umectante 
2.Dimeticone 2% Umectante 
2.Metilparabeno 0,15% Conservante 
1.Propilparabeno 0,18% Conservante 
2.Água deionizada Qsp100g Veículo 

* O número à esquerda designa a fase da emulsão: (1) oleosa; (2) aquosa. 
 
O preparo consistiu no aquecimento, separadamente, fases 1 e 2 até75°C. Após, 

verteu-se fase 2 sobre fase 1 com agitação.  Diferentes concentrações do princípio ativo 
(1%1,5%, 2%,  2,5%  e  3%)  foram dispersas e adicionadas a 100g de creme frio. 
 
2.7. DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO CREME 
DERMATOLÓGICO 
Varredura da solução metanólica do DPPH 

Foi realizada a varredura espectrofotométrica da solução metanólica do DPPH, 
a fim de determinar o comprimento de onda de máxima absorção da solução. A 
varredura foi realizada na  faixade430 a 650nm com intervalo de 10nm. 
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Avaliação da Atividade Antioxidante do creme dermatológico 

A metodologia foi realizada conforme Mensor (2001) com algumas 
modificações. Foram pesadas 0,2 g de cada amostra de creme nas diferentes 
concentrações (1,0;1,5;2,0;2,5 e 3%), as quais foram adicionadas de 1,8mL da 

solução metanólica de DPPH50 mgL1..Em seguida, as amostras foram centrifugadas 
por 15 minutos e deixadas em repouso no escuro por 15minutos. 

A absorbância da solução foi mensurada em espectrofotômetro em um 
comprimento de onda de 517nm. O branco foi preparado utilizando o creme 
e msuasdiferentesconcentraçõesacrescidode1,8mLdemetanolsemaadiçãode DPPH. 
O controle negativo consistiu em creme base adicionado de solução metanólica de 
DPPH. Os experimentos foram realizados em duplicata, com uma repetição, à 
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. 

O percentual da atividade antioxidante foi calculado conforme a seguinte equação: 
% AA= 

 
 
2.8. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Após tabulação dos dados obtidos, foram calculados a média das duplicatas 
comum a repetição (n=4) e o desvio padrão da média (±S). Os valores encontrados para 
as duplicatas das amostras foram verificados estatisticamente pelo teste de variância 
(ANOVA) e pelo teste de Tukey usando o software SISVAR versão 5.3. As diferenças 
que apresentaram níveis de probabilidade menores e iguais a 5% (p≤0,05) foram 
consideradas estatisticamente significativas. 
 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

A importância das bactérias probióticas na manutenção e melhora da saúde 
humana em todas as faixas etárias estão cada vez mais comprovadas (BOTELHO  et 
al., 2008; KOMATSU et al,2008). 

Atualmente admite-se que os efeitos benéficos dos probióticos vão muito além 
dos relacionados com as atividades metabólicas e fisiológicas do trato gastrintestinal, 
incluindo pele e mucosas, onde os probióticos podem ter efeito protetor natural contra 
microrganismos. O conceito de probióticos começa anão serem mais restrito as 
bactérias que habitam o cólon, mas também as comunidades microbianas de outras 
partes do corpo, como pele e mucosa vaginal, onde a microbiota regional impede a 
proliferação de bactérias patogênicas (SOUZA et al, 2010; MARTINEZ,2008). 

A nível dermatológico, novas evidências dos efeitos benéficos dos micro- 
organismos probióticos, assim, como de aplicações de produtos simbióticos 
(associação de prebióticos e probióticos), estão apresentando resultados interessantes.    
Tem-se  como  exemplo,   o    trabalho    que    utilizou  metabólitos Lactobacillus para 
reprimir a atividade patogênica oportunista de Staphylococcu sepidermidis (LAU; 
LIONG,2014). 
 
3.1. VIABILIDADE DA FRAÇÃO PROBIÓTICA DO PRINCÍPIO ATIVO 

A avaliação da viabilidade celular é importante por considerar que a microbiota 
bacteriana de um produto é realmente viável, ou seja, que realmente há microrganismos 
presentes para realizar os efeitos esperados. Através dos dados obtidos foi possível 
determinar que em 01 grama do princípio ativo analisado, estão presentes em média 

4,15.109UFC.g-1 
As contagens das colônias não apresentaram diferenças estatísticas 

significativas, com coeficiente de variação de 3,52%, como demostrado na Tabela 2. 
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Tabela 2. Contagem de colônias de Lactobacillus spp. 

Amostras                  UFC.g-1 Repetição 

Placa1 4.109UFC.g-1 4.3 109UFC.g-1 
Placa2 4.5109UFC.g-1 3.5 109UFC.g-1 
Placa3 3.7109UFC.g-1 3.9 109UFC.g-1 
Valor médio 4.15 109UFC.g-1  

Coeficiente de variação 3,52%  

*Ensaio realizado em triplicata com uma repetição 
 
3.2. CARACTERIZAÇÃO DA FRAÇÃO PROBIÓTICA DO PRINCÍPIO ATIVO 

Os resultados encontrados na avaliação das características morfo-tintorial e das 
provas bioquímicas estão expressos na  Tabela 3. 
 
Tabela 3. Caracterização da fração probiótica do princípio ativo. 
 

Caracterização 
Tintorial das colônias 

Prova da 
Catalase 

Caracterização morfoló-gicas 
das colônias 

Colônia1   

Bacilos Gram 
positivos 

Negativa Colônias pequenas,profundas
 ebrancas; 

Colônia2   

Bacilos Gram 
positivos 

Negativa Colônias medianas
 convexasamarelas com 
aspectocremoso.  

Após análise dos resultados e comparação com dados obtidos na literatura, 
foi possível concluir que foram encontrados o Lactobacillus acidophilus (colônia 1) 
e Lactobacillus casei (colônia2). 
 
3.3. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO CREME 
DERMATOLÓGICO 

A média das absorbâncias das duplicatas com uma repetição e o desvio padrão 
das mesmas foram demonstrados na tabela 4. 
 
Tabela  4. Média das absorbâncias das duplicatas com uma repetição e o desvio padrão. 

Concentração 1,00% 1,50% 2,00% 2,50% 3,00%  

Média 1,00 0,92 0,90 0,86 0,82  
Desvio Padrão 0,080             

0,045 
0,052 0,061 0,019  

 
A partir dos percentuais calculados da atividade antioxidante foi construído o 

gráfico da porcentagem da atividade antioxidante versus concentração para cada amostra. 
Os resultados foram apresentados na Figura1. 

Observou-se que a atividade antioxidante do princípio ativo foi dose-dependente, 
ou seja, demonstrou ter maior atividade antioxidante quanto maior a concentração. As 
formulações nas concentrações de 1,5%, 2% e 2,5%apresentaram atividade antioxidante 
superior a 20%. Entretanto, entre si, estas três formulações não apresentaram 
diferenças estatísticas significativas. Contudo, apresentaram diferenças estatísticas na 
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atividade antioxidante em comparação com as formulações que continham menor (1,0%) 
e maior (3,0%) concentração de princípio ativo. 
 

 

 
Figura 1: Porcentagem da atividade antioxidante nas diferentes 
concentrações do creme dermatológico. Diferenças  significativas (p<0,05) 
estão indicadas com letras diferentes. 

 
A formulação do creme dermatológico na concentração de 3,0% apresentou a 

maior atividade antioxidante (30,80%) em relação às demais concentrações. Este 
resultado foi estatisticamente diferente (P<0,05) em comparação com as formulações 
contendo concentrações inferiores. 

A atividade antioxidante dose-dependente também foi observada no trabalho de 
Gusmão et al (2013), ao avaliarem um fluido hidratante facial contendo ácido ascórbico 
(vitamina C), utilizando o método do DPPH. A atividade antioxidante encontrada variou 
de 0,2% a 1%, conforme aumentou a concentração de ácido ascórbico. O sobrenadante 
do Lactobacillus rhamnosus em cosméticos foi avaliado nas concentrações de 10%, 
50%, 100% e comparado com o butilhidroxianisol (BHA).Nesse estudo as amostras 
com100% do sobrenadante do L. rhamnosus apresentaram resultados muito próximos 
ao do BHA, que ficou em um pouco mais de 70% de atividade antioxidante. Para um 
estudo preliminar, o resultado obtido foi considerado promissor (TSAI et al,2013). Cinque 
et al. (2011) realizaram uma série de experiências, a fim de estudara atividade 
antioxidante de uma estirpe específica de bactéria ácido lática, a S. thermophilus S244. 
Extratos desta bactéria apresentaram atividade antioxidante quando comparados à uma 
substância utilizada como referência desta atividade (Trolox) de forma dose-dependente. 
Com base nestes dados os autores avaliaram ainda o efeito fotoprotetor do lisado desta 
bactéria e observaram que a mesma foi capaz   de   proteger   as   células   humanas   
da   radiação   UV   também   de forma dependente. Os autores atribuíram este efeito 
fotoprotetor a capacidade antioxidante da bactéria.  

Os probióticos podem ainda ser utilizados na ativação de compostos bioativos 
diminuindo o efeito alergênico d e  a l g u n s  p r i n c í p i o s  a t i v o s  aumentando a 
eficácia antioxidante, anti-melanogênese e anti-rugas (LEE et al,2012). Fries e Frasson 
(2010) investigaram a atividade antioxidante de quatro cosméticos anti-idade 
comercializados em todo o país pelo método DPPH. Os autores observaram que os 
cremes apresentaram atividade antioxidante, entretanto a intensidade desta ação foi 
diferenciada entre eles, devido aos variados compostos empregados em suas 
formulações. Ainda, segundo os autores, a composição dos cremes não estava 
especificada quantitativamente na rotulagem. 

Line Yen(1999), em suas pesquisas comprovaram a atividade antioxidante dos 
probióticos in vitro tanto pelo método do DPPH como por outras metodologias. Este 
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estudo atribuiu a atividade antioxidante das células dos lactobacilos à composição da 
sua parede celular.  
 
4.CONCLUSÃO 

 
O produto cosmético desenvolvido apresentaLactobacillussp. em sua composição 

e possui potencial para serutilizado como antioxidante.  No entanto mais estudos devem 
ser realizados para verificar se a atividades antioxidante do produto desenvolvido não 
provem também da fração prebiótica do princípio ativo. 
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