
75                                                    Revista Thêma et Scientia – Vol. 10, no 2, jul/dez 2020 

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EXTRATO LISADO DE CÉLULAS 
LÍQUIDO E LIFOFILIZADO DO Lactobacillus acidophilus    E SUA CORRELAÇÃO COM A 

ATIVIDADE QUANDO INCORPORADO A UM GEL COSMÉTICO 
 

BENDER, Suzana1 
FARIÑA, Luciana Oliveira de2 

VASCONCELOS, Helder Lopes3 
ROMANI, John Lennon4 

COSTA, Ana Caroline da5 
MORAES, Loana Simionato6 

 
RESUMO 
 
Aplicações não intestinais de probióticos são pouco investigadas, no entanto os probióticos são capazes de melhorar a 
saúde da pele por meio de aplicações tópicas e ainda como antioxidantes. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi 
comparar a atividade antioxidante do extrato lisado de células líquido e liofilizado do Lactobacillus acidophilus e 

relacionar com a atividade antioxidante dessas frações quando adicionadas à uma forma cosmética gel. Os resultados 
descritos demonstram que o extrato lisado líquido e liofilizado do Lactobacillus acidophilus representam uma fonte 
potencial de antioxidantes naturais e que existe uma correlação com a atividade dos extratos lisados quando adicionados 
à forma cosmética gel. Entretanto a atividade antioxidante se mostrou maior no extrato de células liofilizado em gel do 
que em solução devido ao pH do gel e pelo fato do extrato lisado liofilizado aparentemente ter se dissolvido melhor. 
 
PALAVRAS-CHAVE:  Cosméticos, Antioxidantes, Lactobacillus Acidophilus. 

 
 

EVALUATION OF THE ANTIOXIDANT ACTIVITY OF LIQUID AND LYPHOPHYLIZED CELL LYTE 
EXTRACT OF Lactobacillus acidophilus AND THEIR CORRELATION WITH ACTIVITY WHEN 

INCORPORATED IN A COSMETIC GEL 
 

ABSTRACT 
 
Non-intestinal applications of probiotics are poorly investigated, however probiotics are able to improve skin health 
through topical applications and also as antioxidants. Thus, the objective of this work was to compare the antioxidant 
activity of the lysed extract of liquid and lyophilized cells of Lactobacillus acidophilus and relate it to the antioxidant 
activity of these fractions when added to a cosmetic gel form. The results described demonstrate that the liquid and 
lyophilized extract of Lactobacillus acidophilus represent a potential source of natural antioxidants and that there is a 
correlation with the activity of the lysed extracts when added to the cosmetic gel form. However, the antioxidant activity 
was shown to be greater in the lyophilized cell extract in gel than in solution due to the pH of the gel and the fact that the 
lyophilized lysate extract apparently dissolved better. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A aplicação tópica de antioxidantes na forma de cosméticos tanto quanto o uso oral são 

maneiras eficazes de se restabelecer a proteção da pele contra a ação oxidativa. Além da reposição 

utilizando moléculas exógenas, buscam-se novas substâncias a fim de que se aumentem direta ou 

indiretamente os níveis de antioxidantes endógenos. Diversos estudos descritos na literatura abordam 

o uso de antioxidantes oriundos de fontes naturais. 

Neste sentido, o uso de probióticos tem sido alvo de intensas pesquisas que permitem incorporar 

em cosméticos os probióticos vivos, assim como metabólitos da fermentação. Dessa forma são 

promovidas inúmeras atividades biológicas úteis à manutenção da saúde da pele, que atuam inclusive 

como antioxidantes. Inúmeros estudos demonstram que há atividade antioxidante do Lactobacillus 

acidophilus em sua célula intacta e em suas frações lisadas ou inativas. 

Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi comparar a atividade antioxidante do extrato 

lisado de células líquido e liofilizado do Lactobacillus acidophilus e correlacionar com sua possível 

atividade antioxidante quando adicionado à uma forma cosmética gel.  Dessa forma, o artigo descreve 

como os extratos lisados líquidos e liofilizados foram preparados, como foi realizada sua atividade 

antioxidante, o preparo do gel e sua análise. 

 

 

2. METODOLOGIA 

 

 

2.1 ATIVAÇÃO DO Lactobacillus acidophilus 

 

Para ativação e preparo da suspensão celular foi pesado – assepticamente - um grama (1 g) do 

liofilizado de Lactobacillus acidophilus, adquirido da indústria farmacêutica, o qual foi transferido 

para tubos contendo 10 mL de caldo TSB a 10% (m/v) e posteriormente incubados por um período 

de 24 horas em jarra de anaerobiose a 37 °C ± 1, segundo metodologia proposta por Redondo (2008). 

Após 24 horas de incubação a cultura foi centrifugada por cinco (5) minutos a 5.000 rpm em 

uma centrífuga refrigerada a 10 ºC. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 10 

mL de solução salina fosfatada tamponada pH 7,2. Posteriormente, a suspensão foi homogeneizada 

em vórtex e centrifugada por três vezes consecutivas. O sobrenadante foi novamente descartado e o 

sedimento inoculado em caldo MRS e incubado a 37 °C por 24 horas em jarra de anaerobiose. O 
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procedimento foi repetido duas vezes, utilizando 1 mL do inóculo anterior para completa ativação da 

cultura.  

Após crescimento bacteriano, as células foram centrifugadas durante 15 minutos a 4 °C e 

12.000 rpm. O precipitado foi lavado duas vezes com solução salina tamponada fosfatada pH 7,2 e, 

em seguida, ressuspenso em água deionizada para preparo do extrato lisado de células líquido.  

 

 

2.2 AJUSTE DE CÉLULAS NO INÓCULO 

 

Para ajustar a quantidade de células microbianas, foi realizada a padronização do inóculo 

considerando a absorbância equivalente a uma solução padrão igual a 0,5 na escala de Mc Farland no 

comprimento de onda de 625 nm, cuja densidade óptica desejada estava entre 0,10 tendo equivalência 

a 12,30. 9 log  UFC.mL-1 (SCHMITT,2014). 

 

 

2.3 PREPARO DO EXTRATO LISADO DE CÉLULAS LÍQUIDO 

 

A metodologia foi realizada conforme Lai, Tsai e Lee (2014), com algumas modificações.  Para 

o prepraro do extrato lisado de celulas foi necessario romper as células após a padronização do inóculo 

utilizando um sonicador ultrassom, em 3 ciclos de 5 minutos, com intervalos de um (1) minuto em 

banho com gelo. Os detritos celulares foram removidos por centrifugação (12.000 rpm durante 10 

minutos a 4 °C). A partir do sobrenadante obtido todo procedimento descrito foi repetido três vezes 

para garantir o rompimento da célula. O sobrenadante foi denominado extrato lisado de células, 

Ao final do processo, o extrato lisado de células foi plaqueado por profundidade conforme 

descrito por Zayed e Winter (1995), a fim de comprovar o rompimento da célula bacteriana. Para 

contagem, foram utilizadas placas que apresentaram entre 30 e 300 colônias, multiplicando-se o 

resultado individual pelo inverso da respectiva diluição. O procedimento foi realizado em duplicata 

com uma repetição e os resultados foram expressos em log UFC. mL-1. 

Diferentes alíquotas (0,5;1,0;1,5 e 2mL) do extrato lisado de células líquido foram utilizados 

para avaliação da atividade antioxidante. 
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2.4 PREPARO DO EXTRATO LISADO DE CÉLULAS LIOFILIZADO 

 

O extrato lisado de células  líquido foi previamente congelado (-20ºC) e então a quantidade de 

água (solvente) foi reduzida, primeiro por sublimação e posteriormente por dessorção, sob vácuo e 

em condições especiais de pressão e temperatura, a fim de impedir a atividade biológica e reações 

químicas da amostra (MARQUES, 2008). A liofilização foi feita com água deionizada esterilizada, 

durante 24 horas.  

 

 

2.4.1  Preparo do extrato lisado de células  liofilizado em solução 

 

Soluções do extrato lisado de células liofilizados em diferentes concentrações (0,5; 1,0; 1,5 e 

2,0 %(m/v)) foram preparadas para realização dos procedimentos de atividade antioxidante. O extrato 

lisado de células liofilizado foi preparado em solução tampão fosfato (20 mmol.L-1, pH 7,4). O 

volume preparado variou em função do procedimento. 

 

 

2.5 ELABORAÇÃO DO GEL COSMÉTICO 

 

O polímero utilizado para a manipulação do gel foi o Natrosol® 250, por ser estável em 

diferentes faixas de pH e um produto não iônico, compatível com diferentes substâncias. Como a 

forma farmacêutica gel não possui boa absorção, o transcutol e o propilenoglicol foram adicionados 

como agentes de permeação. 

Primeiramente a água foi tamponada (tampão fosfato pH 7,0 para o extrato lisado de células. 

Em seguida, o Nipagin e o EDTA foram dispersos em pequena quantidade de álcool etílico (70%) 

em um béquer e acrescentados à água tamponada. A mistura foi aquecida até 75 ºC e o Natrosol®250 

adicionado aos poucos com agitação constante até formação do gel. O extrato lisado de células 

(liofilizado e líquido) foram dispersos no transcutol® e adicionados ao gel frio (35 ºC) (Adaptada 

Brasil, 2011). Os componentes da base gel, sua concentração e função estão demonstrados na Tabela 

1. 
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Tabela 1 Componentes da base gel, concentração e função dos componentes 
            Componentes % (m/m)       Função dos componentes 

Natrosol®250 2,5 Polímero formador de gel 

Glicerina 1,0 Umectante 

Propilenoglicol 3,0 Umectante e agente de permeação 

Dimeticone® 0,5 Umectante e emoliente 

Transcutol® 10 Agente de permeação 

Nipagin 0,2 Conservante 

EDTA 0,2 Quelante 

Água qsp Veículo 

Fonte: adaptado de Brasil (2011). 
 

 

2.6 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO 

 

 

2.6.1 Avaliação da atividade antioxidante  do extrato lisado de células liquido e liofilizado em solução 

pelo método DPPH 

 

O procedimento foi realizado, conforme Arasu et al (2013), com algumas modificações. 

Alíquotas (0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mL) de amostra líquida (9 log UFC. mL-1) e 1,5mL das amostras 

liofilizadas (0,5; 1,0; 1,5 e 2,0% m/v), preparadas em solução tampão, foram adicionadas a 1,5 mL 

de solução metanólica de DPPH (50mg. L-1). A mistura foi agitada vigorosamente em vórtex e 

incubada à temperatura ambiente no escuro por 30 minutos. O tempo total de análise não excedeu 

duas horas. O controle negativo incluiu os solventes utilizados para preparar as amostras nas mesmas 

proporções, adicionados de solução metanólica de DPPH (Abs.controle). O branco foi feito com a 

amostra adicionada de metanol (Abs.branco). As absorbâncias das amostras foram mensuradas em 

triplicata com uma repetição no comprimento de onda de máxima absorção e o percentual da atividade 

antioxidante (%AA) calculado conforme a Equação 1. 

 

% AA=�1 − ����.	
��
������.������
���.���
����

�� x100                                                        Eq. (1) 
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2.6.2 Avaliação da atividade antioxidante do gel cosmético pelo método DPPH 

 

A metodologia foi realizada conforme Fries e Frasson (2010), com algumas modificações. 

Inicialmente, foi preparada 1 g de gel cosmético contendo 0,2 g do extrato lisado de células líquido e 

liofilizado. As amostras foram então diluídas de modo a se obterem concentrações de 0,5; 1,0; 1,5 e 

2,0% ( m/m), para minimizar a influência do gel na leitura espectrofotométrica. Às alíquotas de 1,5 

mL de cada uma das concentrações, foram adicionados 1,5 mL da solução metanólica de DPPH 50 

mg. L-1. Após 30 minutos, a absorbância foi mensurada no comprimento de onda de 517 nm, para 

quantificação da descoloração, utilizando metanol para zerar o espectrofotômetro. Essa metodologia 

foi realizada no dia da manipulação do gel (T0). Os experimentos foram realizados em triplicata à 

temperatura ambiente e ao abrigo da luz, entretanto, não foi possível repetir devido à pequena 

quantidade de gel preparada. O percentual da atividade antioxidante foi calculado conforme a 

Equação (2). 

 

% AA=�1 − ����.	
��
������.������
���.���
����

�� x100                                Eq. (2) 

 

Onde: 

─  Abs.branco corresponde à absorbância do gel cosmético acrescido de metanol. 

─  Abs.controle corresponde à absorbância da base gel sem amostra. 

─  Os resultados obtidos foram comparados com a atividade antioxidante das frações liofilizadas em 

solução e líquidas e entre si, a fim de se tentar obter uma correlação entre as atividades 

antioxidantes por este método. 

 

 

2.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados foram avaliados utilizando o software Statistica 7.0. Os parâmetros foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA), para a comparação das médias de acordo com o teste 

de Tukey a 5% de significância, em que foram consideradas significativas as diferenças cujo p < 0,05. 

Os resultados obtidos nas avaliações nos testes de número de células viáveis após da sonicação e 

atividade antioxidante do gel foram expressos como média aritmética e calculados o erro-padrão da 

média (±S). 
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3.REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

3.1 PROBIÓTICOS EM COSMÉTICOS 

 

Aplicações não intestinais de probióticos são pouco investigadas, no entanto os probióticos são 

passíveis de serem aplicados a qualquer ambiente onde exista uma microbiota normal 

(HUTTENHOWER et al, 2012). Dessa forma, os probióticos são capazes de melhorar a saúde da pele 

não só por meio da via gastrointestinal, mas também atrávés de aplicações tópicas 

(LORDACHE et al, 2012). 

Recentes patentes têm sugerido o desenvolvimento de produtos cosméticos com o  uso dos 

probióticos como ‘ingredientes bioativos’, na forma de microrganismos vivos e seus metabólitos 

(TERAN, 2011). Assim, são promovidas inúmeras atividades biológicas úteis à manutenção da saúde 

da pele como melhora da hidratação pela produção de ácido hialurônico (CHONG et al, 2005; 

CHIBA, 2007), aumento nos níveis de ceramidas (TEODORESCU, 1999) bem como da melhoria na 

função de barreira da pele (GUENICHE et al, 2006; GUENICHE e CASTIEL, 2009; GUENICHE, 

2010). Foram ainda encontradas patentes com atividade antibacteriana e antiacne (SPIGELMAN e 

ROSS, 2007) e para o aumento da imunidade da pele (GUENICHE, 2010).  

São também mencionadas a melhoria da qualidade do cabelo (CHIBA, 2007), da cicatrização 

(HANSEN e JESPERSEN, 2007), além de atividade emulsificante, estabilizante e rejuvenescedora 

(LEW e LIONG, 2013). Estudos mencionam ainda que os extratos de probióticos possuem atividade 

similar ou ainda mais efetiva para atuar na pele em comparação com probióticos  vivos, mesmo  

quando inativados ou lisados (OUWEHAND et al, 2003; ROSENKRANZ et al, 2005; RODRIGUES 

et al, 2005; GUÉNICHE et al, 2010; VINTIÑI e MEDINA, 2011). 

A literatura também têm demonstrado atividade antioxidante de bactérias láticas em cosméticos  

e fornecem fortes evidências que estes componentes em níveis  adequados podem representar um recurso 

na prevenção do estresse oxidativo através da via tópica (COSTA VALE, 2015). Dessa forma  

inúmeras investigações, conduzidas tanto in vivo como in vitro  comprovam que as bactérias ácido-

láticas  possuem sistemas capazes de sequestrar os radicais livres,  (KUDA et al, 2010; KANNO et 

al, 2012; AMARETTI et al, 2013), tanto nas células intactas como nos extratos lisados de células e 

por diferentes métodos (AMDEKAR et al, 2012; AFIFY et al, 2012; AMARETTI et al, 2013; 

GHANY, 2014; UUGANTSETSEG e BATJARGAL, 2014). 
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3.2 MECANISMO DE AÇÃO DAS BACTÉRIAS ÁCIDO-LÁTICAS COMO ANTIOXIDANTES 

 

Assim como no organismo humano, as bactérias ácido-láticas possuem sistemas enzimáticos e 

não enzimáticos para lidar com os radicais livres, contudo, as enzimas antioxidantes desempenham 

um papel crítico nessa defesa (DRISCOLL et al, 2002). O sistema enzimático inclui a superóxido 

dismutase, tioredoxina redutase, sistema de glutationa peroxidase/glutationa oxidase e NADH 

oxidase /NADH peroxidase (AMANATIDOU et al, 2001; POPHALY et al, 2012). 

Os antioxidantes não enzimáticos podem ser o manganês intracelular, ascorbato, tocoferóis e 

glutationa ou exopolissacarídeos, os quais são biomoléculas produzidas por alguns microrganismos 

para se protegerem de condições extremas de pH, temperatura e falta de nutrientes (SAIDE e 

GILLILAND, 2005; LEE et al, 2006). As bactérias podem ainda desenvolver sistemas com 

habilidade quelante de metais de transição e inviabilizar as reações oxidativas (AMANATIDOU et 

al, 2001). 

Enquanto o próprio oxigênio não danifica as células bacterianas, a redução parcial à água pode 

produzir espécies reativas de oxigênio como o ânion superóxido (O2
•-), o peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e o radical hidroxila (OH•), que causam estresse oxidativo na célula, além de danificarem 

proteínas, lipídios e o DNA bacteriano (MIYOSHI et al, 2003). Nesse contexto, espera-se, portanto, 

que a presença de oxigênio induza a um mecanismo de ação antioxidante específico dependente da 

estirpe bacteriana (MISHRA et al, 2015). 

O mecanismo antioxidante mais comum nas bactérias ácido-láticas é o sistema NADH oxidase-

NADH peroxidase (ANDERS et al, 1970; HIGUCHI, 1984; ZITZELSBERGER et al, 1984; 

CONDON, 1987; GUCHTE et al, 2002; MIYOSHI et al, 2003). 

As bactérias ácido-láticas microaerófilas, como o Lactobacillus acidophilus, utilizam o 

oxigênio molecular para regenerar o NAD+ a partir do NADH no processo fermentativo e da atividade 

da NADH oxidase (TALWALKAR e KAILASAPATHY, 2004). Essa reação produz peróxido de 

hidrogênio ou água e depende da capacidade da enzima em transferir 2 ou 4 elétrons. Quando o 

produto final é o peróxido de hidrogênio, ele é utilizado pela NADH peroxidase como aceptor final 

de elétrons e gera uma molécula de água (GUCHTE et al, 2002; MIYOSHI et al, 2003; SAIDE e 

GILLILAND, 2005). 

Um estudo in vitro, realizado por Talwalkar e Kailasapathy (2003), sustenta a relevância da 

enzima NADH peroxidase na proteção da célula do Lactobacillus acidophilus contra os efeitos letais 

do acúmulo de peróxido de hidrogênio intracelular por um curto período de tempo, visto que a 

atividade dessa enzima é geralmente baixa e a detoxificação celular se torna ineficiente (AXELSSON, 

1993). 
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Parece importante para a sobrevivência das bactérias ácido-láticas bem como para a tolerância 

ao oxigênio e ao radical superóxido, a atividade da enzima superóxido dismutase e o conteúdo de 

manganês intracelular as mesmas (ARCHIBALD e FRIDOVICH, 1981). 

De acordo com Stecchini et al (2001), a superóxido dismutase é expressa na maioria dos 

microrganismos e catalisa a dismutação do superóxido em oxigênio e ao peróxido de hidrogênio. 

Pode estar ativa em condições de crescimento anaeróbico (Lee et al, 2006), porém a maior atividade 

é observada em elevadas concentrações de oxigênio no meio (BRUNO-BARCENA et al, 2004). 

Essa enzima pode ser classificada em três tipos, de acordo com seus cofatores, que podem ser 

o cobre e o zinco (CuZn-SOD), manganês (Mn-SOD) e o ferro (Fe-SOD) (Wang et al, 2012), sendo 

a Mn-SOD predominante em microrganismos (KULLISAR et al, 2002; BRUNO-BARCENA et al, 

2004). 

Experimentos realizados por Gonzalez et al (1989 e 1991) fornecem evidências de atividade da 

superóxido dismutase em estirpes de lactobacilos, os quais demonstram que a indução da SOD no L. 

acidophilus CRL 358 e L. acidophilus ATCC 4356 está relacionada com a presença de manganês no 

meio de crescimento. Não se observa, no entanto, correlação entre o aumento de seus níveis e o 

oxigênio. Assim, sugere-se que essa enzima não é capaz de dismutar o ânion superóxido em estirpes 

de Lactobacillus acidophilus observadas in vitro (LIN e YEN, 1999; TALWALKAR e 

KAILASAPATHY, 2003; TALWALKAR e KAILASAPATHY, 2004). 

Outra enzima geralmente utilizada por vários microrganismos em resposta ao estresse oxidativo 

é a catalase. A maioria das bactérias láticas não possui catalase, entretanto, a atividade dessa enzima 

foi relatada em várias espécies, incluindo os membros do gênero Lactobacillus, Pediococcus e 

Leuconostoc (ABRIOUEL et al, 2004; CANO-GARRIDO; SERAS-FRANZOSO; GARCIA-

FRUITÓS, 2015). Três grandes grupos de catalase foram encontrados até o momento: as catalases 

verdadeiras ou hemecatalases, as catalases dependentes de manganês e as pseudocatalases (não 

dependentes de heme), as quais, segundo pesquisadores, tornam o crescimento aeróbio possível em 

algumas estirpes de bactérias ácido-láticas (BARYNIN et al, 2001). 

Alguns lactobacilos podem produzir essa enzima quando cultivados em meio contendo heme 

(WOLF et al, 1990; YAMAMOTO et al, 2005; AN et al, 2010; SERATA et al, 2012). Um exemplo 

é o Lactobacillus sakei, que, quando fermenta a carne utiliza a grande quantidade de heme disponível 

no meio para produzir catalase (BARYNIN et al, 2001) e o Lactobacillus plantarum WCFS1, que 

contém uma catalase heme específica, o que lhe confere maior resistência ao radical peróxido de 

hidrogênio (KLEEREBEZEM et al, 2003; BROOIJMANS et al, 2009; WATANABE et al, 2012). 

Uma catalase à base de manganês foi detectada no Lactobacillus plantarum ATCC 14431 e 

observou-se que ela é essencial para o crescimento normal desse microrganismo em condições de 
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aerobiose. A mesma é importante para a remoção do peróxido de hidrogênio gerado pelo metabolismo 

celular (BARYNIN et al, 2001; IGARASHI; KONO; TANAKA, 1996). As pseudocatalases (não 

heme catalase) ajudam a desintoxicar o radical H2O2 (ENGESSER e HAMMES, 1994).  

O manganês era conhecido apenas como cofator para algumas reações enzimáticas. Uma 

excepção notável foi observada em bactérias ácido-lácticas, pois algumas estirpes de lactobacilos são 

capazes de acumular manganês em elevadas concentrações (30 a 35 mmol), quando o ferro 

intracelular e superóxido dismutase (SOD) estão ausentes. Nesse caso, o manganês intracelular 

funciona como complexo não enzimático que protege as células e remove o ânion superóxido: função 

equivalente à superóxido-dismutase (ARCHIBALD, 1986; BARNESE et al, 2012). Os autores 

observaram que o L.acidophilus acidophilus não possui níveis intracelulares elevados de manganês 

intracelular (ARCHIBALD e FRIDOVICH, 1981). 

Em muitos microrganismos, incluindo bactérias ácido-láticas, as moléculas contendo cisteína, 

como a glutationa e a tioredoxina são os principais contribuintes no balanço redox durante condições 

de estresse bacteriano (SERRAZANETTI et al, 2009; OKTYABRSKII e SMIRNOVA, 2012). 

A glutationa é o principal composto tiol não proteico presente em células vivas, envolvido na 

resistência ao estresse osmótico e oxidativo (SERRAZANETTI et al, 2009). Está amplamente 

distribuída em organismos eucariontes gram-negativos e, esporadicamente, em cada gênero e espécie 

de bactéria ácido-lática (COPLEY et al, 2002; POPHALY et al, 2012). É considerada como a mais 

importante molécula antioxidante nas bactérias ácido-láticas, visto que estudos sobre sua acumulação 

e síntese sugerem ser esse um dos fatores correlacionados à capacidade das mesmas crescerem em 

ambientes aeróbios (POPHALY et al, 2012). 

Trata-se de um tripeptídeo redutor encontrado no citoplasma, capaz de defender as células 

contra os radicais oxidativos. Seu potencial redutor deve-se principalmente ao grupo sulfidrila (SH), 

envolvido na maioria de suas reações. Isso torna a glutationa um composto com habilidade de doar 

elétrons, tanto para a eliminação e espécies reativas de oxigênio formadas, por exemplo, na 

fermentação, como para reações metabólicas tais como a redução de hidroperóxidos e peróxidos 

lipídicos ( SERRAZANETTI et al, 2009; POPHALY et al, 2012). 

A biossíntese da glutationa ocorre pela ação da enzima γ-glutamilcisteína sintetase que leva à 

formação de L-glutamil-L-cisteína: um dipeptídeo (glutamato e cisteína), o qual se combina com a 

glicina em uma reação catalisada pela glutationa sintetase para a geração de glutationa reduzida 

(GSH), sua forma ativa. Algumas bactérias ácido-láticas possuem apenas homólogos da γ-

glutamilcisteína sintetase e fazem da L-glutamil-L-cisteína seu principal tiol. O nível intracelular de 

glutationa reduzida é regulado por feedback, enquanto a atividade da γ-glutamilcisteína sintetase é 

inibida pelo seu produto final (POPHALY et al, 2012). 
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Em condições de estresse oxidativo a glutationa reduzida converte-se em glutationa oxidada, 

ou seja, ocorre a formação da glutationa dissulfeto (GSSG) portanto, há a diminuição do balanço 

redox da célula.  Um ciclo catalítico realizado por um grupo de três enzimas: a glutationa oxidase 

(GO), a glutationa peroxidase (GSH-Px) e a glutationa redutase (GR) deve ser realizado para que a 

glutationa seja regenerada e mantenha sua atividade antioxidante (POPHALY et al, 2012). 

A glutationa redutase é responsável pela regeneração de glutationa (GSH), a partir de glutationa 

dissulfeto (GSSG), na presença de NADPH para manter um microambiente reduzido e assegurar a 

disponibilidade de substrato para a glutationa peroxidase (JONES, 2002). Ela, por sua vez, utiliza a 

glutationa para ‘varrer’ espécies reativas de oxigênio (KIM et al,2005). A glutationa redutase ajuda 

a manter os níveis de tiol no ambiente e garante tolerância ao oxigênio (JANSCH et al, 2007). A 

atividade da glutationa redutase foi demonstrada para o Lactobacillus acidophilus NCFM® (JANSCH 

et al, 2007), logo indica o papel claro dessa enzima no mecanismo de proteção ao estresse oxidativo.  

As enzimas, glutationa oxidase e peroxidase catalisam a oxidação de glutationa à glutationa dissulfeto 

(POPHALY et al, 2012). 

Já as tioredoxinas (TRXS) são uma classe de pequenas proteínas que possuem dois resíduos de 

cisteína em seu sítio ativo, o qual se oxida de forma reversível quando presente em reação redox. O 

principal papel na atividade antioxidante de bactérias ácido-láticas consiste em facilitar a redução da 

glutationa dissulfeto (GSSG) em glutationa reduzida (GSH) forma ativa, em presença de NADPH ou 

NADH (POPHALY et al, 2012). 

As bactérias ácido-láticas são conhecidas como exceção entre os organismos vivos, pois não 

necessitam de ferro para o crescimento, mas utilizam manganês como componente metálico das 

enzimas que normalmente contêm Fe+2 (BRUYNEEL, WOESTYNE e VERSTRAETE, 1989; 

WEINBERG, 1997). Entretanto, em resposta a essa privação elas têm desenvolvido métodos para 

capturar e sequestrar os íons ferro do meio, indispensáveis para a manutenção das mesmas durante o 

processo de fermentação quando o oxigênio está presente (DUHUTREL et al, 2010). 

Recentemente, o sequenciamento do genoma do Lactobacillus sakei 23 K bem como o de L. 

lactis MG 1363 revelou que essas bactérias têm o equipamento genético envolvido no transporte de 

ferro, que propicia a sobrevivência dessas por um longo prazo durante a fermentação do salame 

(DUHUTREL et al, 2010). 

Segundo Mrvcˇic´ et al. (2012), a quelação de íons metálicos é um processo complexo que 

envolve dois mecanismos: (i) a biossorção, que compreende o processo de ligação de metais de 

transição à parede celular das bactérias ácido-láticas e a (ii) bioacumulação, processo relacionado 

com o metabolismo, em que os íons metálicos atravessam a membrana celular e se acumulam no 

interior da célula bacteriana. 
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A biossorção acontece quando os íons metálicos se ligam à parede celular pelos polissacárideos 

extracelulares, glicoproteínas (S-layer) ou ao ácido lipotecoico, por adsorção, troca iônica, 

complexação, quelação ou microprecipitação, sem envolver energia metabólica ou formas de 

transporte (BLACKWELL, SINGLETON e TOBIN, 1995). 

Esse processo depende da estirpe bacteriana, dos grupos funcionais disponíveis na superfície 

da célula bem como da carga dos cátions e ligantes da superfície, da natureza dos íons metálicos e a 

sua concentração (SENZ et al, 2015). 

A bioacumulação começa quando a maioria dos lugares disponíveis para a ligação na parede 

celular está ocupada. Ápos a entrada dos íons metálicos na célula os locais de ligação à parede celular 

ficam vazios, assim, novos íons metálicos externos podem ser vinculados até o equilíbrio (MRVCˇIC´ 

et al, 2012). 

Esses mecanismos são capazes de proporcionar uma concentração celular de íons metálicos 

necessários para as reações metabólicas, desde que haja a regulação da entrada, armazenamento e 

ejeção desses íons, antes que sua acumulação atinja um nível tóxico (GERBINO et al, 2015). 

Segundo um estudo realizado por Bezkorovainy e Kot (1998), o Lactobacillus acidophilus pode 

acumular Fe+2 no seu interior, desde que esse esteja em concentrações milimolares, tanto por 

biossorção como bioacumulação. Primeiramente, acontece a internalização do Fe+2, seguida por 

oxidação intracelular. Acredita-se que essa reação seja feita a partir de ferroxidases, conforme foi 

demonstrado no Streptococcus thermophilum, no Lactobacillus plantarum e nas bifidobactérias 

(KOT e BEZKOROVAINY, 1991; KOT et al, 1994 e 1995; BEZKOROVAINY e KOT, 1998). O 

Fe+3 formado é oxidado, então, extracelularmente, pelo H2O2, produzido pelas células bacterianas 

durante seu crescimento na presença de O2, gerando Fe (OH)3, o qual se liga à superfície bacteriana 

a 37 ºC (MRVCˇIC´ et al, 2012). 

Os exopolissacarídeos produzidos por bactérias ácido-láticas apresentam forte atividade 

antioxidante; eliminam os radicais hidroxila e ânion superóxido por aumentar a atividade das enzimas 

antioxidantes intracelulares, como a catalase e o superóxido dismutase (PAN e MEI, 2010). 

Os mecanismos de proteção contra os radicais livres também foram pesquisados in vivo a partir 

de sua ingestão e os autores relatam que o efeito antioxidante poderia estar relacionado com atividades 

que decorrem ao nivel intestinal, ou seja, a secreção de exopolissacáridos, enzimas como a SOD e 

atividades quelantes de metais de transição (AMARETTI et al, 2013). 

Peran et al. (2007) observaram que em ratos suplementados com Lactobacillus casei, L. 

acidophilus e Bifidobacterium lactis, ocorreu a restauração da concentração de GSH após estresse 

oxidativo. O mesmo foi observado por outro autor, o qual afirma que a suplementação em ratos foi 

capaz de induzir a transcrição de genes envolvidos na biossíntese da glutationa na mucosa intestinal 
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(LUTGENDORFF et al, 2009) e aumentar a síntese de glutationa nas células pancreáticas 

(LUTGENDORFF et al, 2008). Ainda de acordo com Spyropoulos et al (2010), os probióticos podem 

melhorar as defesas antioxidantes concretamente no hospedeiro, produz e liberar GSH e vitaminas 

que são absorvidas e distribuídas no organismo. 

Alguns autores sugerem que os probióticos podem restaurar a microbiota intestinal e assim 

melhorar o estresse oxidativo por aumentar a disponibilidade dos antioxidantes obtidos na dieta 

(DAVIS e MILNER, 2009; NARDONE et al, 2010). 

Nesse sentido, a propriedade das bactérias láticas em diminuir a toxicidade dos radicais livres 

é de interesse para a indústria alimentícia, farmacêutica e cosmética, assim como seu papel na saúde, 

pois afeta o consumidor por fornecer bactérias probióticas com potencial produção de antioxidantes 

durante o crescimento no organismo humano ou quando aplicado topicamente (TSAI et al, 2013; 

NUR et al, 2014; COSTA VALE, 2015). 

 

 

3.3 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO 

 

Dentre os vários métodos utilizados para determinar a atividade antioxidante das bactérias 

ácido-láticas nas células intactas e extratos lisados de células, destacam-se a inibição da auto-

oxidação do ascorbato (LIN e YEN, 1999a, b), método do ácido tiobarbitúrico (LIN e CHANG, 

2000), resistência ao peróxido de hidrogênio (KULLISAAR et al, 2002) e ao radical hidroxila 

(ZHANG et al, 2011), atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) 

(ARASU et al, 2013), captura do radical ácido 2,2- azinobis (3-etilbenzotiazolina- 6-ácido sulfônico) 

(ABTS•+) (KULLISAAR, 2002) e atividade quelante de metais de transição (LIN e YEN, 1999), 

sabendo-se que cada um dos métodos citados avalia diferentes mecanismos de ação antioxidante. 

O método realizado foi o método do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), o qual consiste em 

um radical de nitrogênio obtido diretamente por dissolução do reagente em meio orgânico e que 

apresenta coloração púrpura na faixa de absorbância entre 515 e 520 nm (BRAND-WILLIAMS et al 

1995).  

Trata-se de um método simples, rápido e barato no qual o DPPH é reduzido por ação de um 

antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R•) e provoca diminuição na intensidade da absorção. 

Nesse processo, forma-se a difenil-picril-hidrazina de coloração amarela, ou seja, quando o elétron 

desemparelhado do átomo de nitrogênio no DPPH recebe um átomo de hidrogênio proveniente de 

compostos antioxidantes e ocorre a mudança de cor, que pode ser monitorada pelo decréscimo da 

absorbância (BRAND-WILLIAMS et al, 1995). 
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Figura 1 Redução do radical DPPH 

 
Fonte: Molyneux (2004). 
 

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde à quantidade de DPPH 

consumida pelo antioxidante no meio reacional e a reação do radical livre DPPH com um antioxidante 

(AH) (Equação 3), ou uma espécie radicalar (R•) (Equação 4) ocorre como demonstrado a seguir 

(BRAND-WILLIAMS et al, 1995). 

 

DPPH•+ AH DPPH-H + A•                                                                              Eq.(3) 

DPPH•+ R• DPPH-R                                                                                      Eq.(4) 

 

Como o método do DPPH é muito utilizado, gera uma diversidade de protocolos que dificulta 

sua padronização e a comparação dos estudos entre grupos de pesquisadores (SHARMA, 2009). Isso 

foi observado na literatura consultada, na qual variam o tempo de reação (30 a 45 minutos), as 

concentrações iniciais de DPPH (0, 0025 g.L-1 a 0,5 g.L-1,), os solventes empregados (metanol, 

etanol), assim como a forma de apresentar os resultados (SANCHEZ e MORENO, 2002). 

 

 

4. ANÁLISE E DISCUSSÃO DOS RESULTADOS 

 

 

4.1 PREPARO DO EXTRATO LISADO DE CÉLULAS LIQUIDO 

 

Os números de células viáveis antes e após o tempo total de sonicação (45 minutos) estão 

apresentados na Tabela 2 e foram obtidos após plaqueamento em profundidade, a fim de verificar a 

ocorrência do processo de lise no extrato de células de Lactobacillus acidophillus  
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Tabela 2 Células viáveis, total de viabilidade e de lise na célula intacta 
Antes da Sonicação Depois da Sonicação 

12,30 9 log UFC. mL-1 inicial 9,32 9 log UFC. mL-1 final 

100% viabilidade 75,77% viabilidade 

0% lise 24,23% lise 

*Média dos resultados obtidos em duplicata com uma repetição 
 

Os resultados indicaram que não houve lise total na cultura de células avaliadas. As 

metodologias disponíveis para rompimento da parede celular dos Lactobacillus spp. (LIN e CHANG, 

2000; LEE et al, 2006; CHOI et al, 2006; OU et al, 2009; SAADATZADEH et al, 2013; GHANY et 

al, 2014; AFIFY et al, 2012; PIENIZ et al, 2014) não estabelecem o comparativo da eficiência dos 

processos de lise. 

Uma possível explicação para o baixo nível de lise celular pode ser devido ao fato do 

Lactobacillus acidophilus apresentar parede celular espessa, formada por camadas multilamelares de 

peptideoglicanos (90%), além de polissacarídeos neutros, ácidos teicoicos e lipoteicoico (DELCOUR 

et al, 1999). Toda essa estrutura é ainda cercada por um envelope externo de proteínas, denominadas 

S-layer (JAFAREI e EBRAHIMI, 2011), o que pode ter dificultado a ação das forças ultrassônicas. 

Embora a metodologia usada neste trabalho tenha sido adaptada, com o aumento do tempo de 

sonicação e centrifugação, foi observado que esse procedimento também não foi suficiente para 

romper todas as células bacterianas.  

 

 

4.2 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE  DO EXTRATO LISADO DE CÉLULAS 

PELO MÉTODO DPPH 

 

Os resultados obtidos na comparação entre o extrato lisado de células líquido e extrato lisado 

de células liofilizado estão apresentados na Tabela 3 

 

Tabela 3. Porcentagem da atividade antioxidante para as diferentes amostras do extrato lisado de 
células do Lactobacillus acidophilus (%AA) 

     Concentração Extrato Lisado de Células Líquido + Extrato lisado de células liofilizado++ 

0,5      20,00 dB       24,34dA 

1,0      23,92cB       29,50cA 

1,5      28,91bB       33,33bA 

2,0      32,63aB       37,91aA 

Diferenças significativas (p<0,05) entre as amostras (letras maiúsculas nas linhas) e concentrações (letras minúsculas 
nas colunas) como fontes de substâncias sequestradoras de radicais livres; 
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+ A concentração analisada foi em mL;  
++ A concentração analisada foi em (%m/v). 
 

Os dados demonstram que as duas amostras possuem atividade antioxidante e essa é 

proporcional às concentrações das amostras, pois apresentaram diferenças significativas (p<0,05) 

como fontes de substâncias sequestradoras de radicais livres. No entanto, o extrato lisado de células 

liofilizado apresentou atividade antioxidante em média 4,9% maior em todas as concentrações. 

Esse fato pode ser explicado considerando que, embora pequena quantidade de células tenha 

sido rompida no processo de obtenção do extrato, a liofilização pode ter contribuido para o processo 

de lise. Os cristais formados durante o congelamento do extrato podem ter rompido as células 

remanescentes cujo resultado foi a liberação dos materiais intracelulares (SODA et al, 2003; 

ANANTA, VOLKERT e KNORR, 2005), por isso aumentou a atividade antioxidante no extrato 

lisado de células liofilizado. 

Outro ponto a se ressaltar é o fato de que a liofilização pode ter aumentado os componentes 

antioxidantes. Sugere-se que os tratamentos a frio dados às células de E. coli são fisiologicamente 

manifestados na forma de estresse oxidativo. Isso levou ao aumento da expressão de Mn-SOD e 

catalase, juntamente com a diminuição da glutationa intracelular e a razão entre glutationa reduzida 

e oxidada. Para ajustar esses níveis, as bactérias sintetizam glutationa reduzida (POPHALY et al, 

2012; ZHANG et al, 2010). Esse efeito protetor foi demonstrado no Lactobacillus sanfranciscensis, 

que sobreviveu ao frio na presença de glutationa reduzida (ZHANG et al, 2010). 

 

 

4.3 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO GEL COSMÉTICO PELO MÉTODO 

DO DPPH 

 

A atividade antioxidante do gel cosmético foi calculada pela substituição dos valores médios 

de absorbância encontrados na Equação 2. Os resultados foram expressos em porcentagem de 

atividade antioxidante e apresentados na Tabela 4 a seguir. 

 

Tabela 4. Percentual de Atividade Antioxidante (%AA) dos géis formulados com diferentes frações 
do Lactobacillus acidophillus  

Concentração %(m/v) Gel com Extrato Lisado de células 
Líquido 

Gel com Extrato Lisado de células 
lifofilizado 

0,5 20,90 27,79 

1,0 25,05 32,18 

1,5 29,21 40,61 

2,0 33,72 48,57 
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Em relação ao gel manipulado com extrato lisado de células liofilizado, pode-se observar que 

houve atividade antioxidante em todas as concentrações. Nesse caso, a influência dos agentes de 

permeação, como o propilenoglicol e o transcutol, que podem ter influenciado a constante de 

solubilidade do princípio ativo e melhorado a disponibilidade dos antioxidantes. 

Uma patente utilizando o extrato lisado de células de bactérias do gênero Lactobacillus e de 

Streptococcus, adicionado de íons metálicos, também mostrou potencial contra os radicais livres, 

reparo do DNA celular e aumento no sistema imune da pele (HO e YANG, 1992). 

A variação da atividade antioxidante também aumentou na medida em que aumentou a 

concentração do princípio ativo. Esse comportamento ficou evidenciado, onde a diferença entre as 

médias da menor concentração em relação à maior foi de 17,78%. 

Os géis manipulados também foram comparados às suas respectivas amostras liofilizadas e 

líquidas, a fim de estabelecer uma correlação entre eles. As atividades foram comparadas no tempo 

zero, ou seja, no momento do preparo. 

O gel manipulado com extrato lisado liofilizado de células foi comparado com o extrato lisado 

de células liofilizado em solução tampão fosfato pH 7,0, visto que foram preparados na mesma 

concentração. Os resultados dessa comparação foram expressos no Gráfico 1. 

 

Gráfico 1 – Comparação entre a atividade antioxidante do extrato lisado de células liofilizado em 
solução e na forma de gel. 

 
 

Conforme observado no Gráfico 1, ao serem comparadas as duas amostras, houve correlação 

nas menores concentrações (0,5 e 1,0%). Entretanto, à medida que a concentração aumentou, também 
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aumentou a diferença na atividade antioxidante entre as amostras, a qual foi melhor evidenciada na 

maior concentração (2,0%) do gel (10,66%). 

Esse fato pode ser explicado em função do pH. Quando o extrato lisado de células foi preparado, 

utilizou-se o mesmo pH do extrato líquido (pH=7,4), visto que esse último já havia sido testado e 

apresentou atividade antioxidante. Ao adicionar o extrato lisado de células liofilizado no gel com o 

pH 7,0 observou-se melhor resultado. Outro fato, citado anteriormente, foi o fato de que, no gel, o 

extrato lisado de células liofilizado pareceu se dissolver melhor e aumentou também sua atividade. 

A atividade antioxidante pelo método no DPPH do extrato lisado de células líquido foi 

comparada à atividade do gel manipulado com esta fração no tempo zero (T0), pois mesmo não 

estando na mesma concentração, forneceram informações do comportamento da fração líquida, 

quando incorporada a uma forma farmacêutica. Os resultados estão expressos no Gráfico 2.  

 

Gráfico 2 – Comparação entre a atividade antioxidante do extrato lisado de células líquido e na forma 
de gel 

 
 

Conforme observado no Gráfico 2, praticamente não houve diferenças entre a atividade 

antioxidante do extrato lisado de células líquido e quando incorporado ao gel. Dessa forma, foi 

possível observar que a forma farmacêutica gel não influenciou na atividade antioxidante desta 

fração.  
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5.CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os resultados descritos demonstram que o Lactobacillus acidophilus representa uma fonte 

potencial de antioxidantes naturais, pois possui atividade significativa em todas as frações nas 

diferentes concentrações analisadas, entretanto o extrato lisado de células liofilizado em solução 

apresentou maior efetividade como sequestrante de radicais livres. 

Quando a atividade antioxidante do o extrato lisado de células líquido e liofilizado foi 

comparada com as respectivas frações incorporadas à um gel pelo método do DPPH, foi possível 

concluir que existe correlação entre na atividade antioxidante. Entretanto a atividade antioxidante se 

mostrou maior no extrato de células liofilizado em gel do que em solução. 
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