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RESUMO

NOGUEIRA, M. B. Atividade antagonista de Lactobacillus brevis e
Bifidobacterium lactis contra Streptococcus mutans e sua viabilidade
na forma livre e microencapsulada em goma de mascar. 2013. Dissertagao de
Mestrado — Programa de Pdés-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

As bactérias éacido laticas (BAL) sdo um grupo de micro-organismos que
apresentam como principal caracteristica em comum a capacidade de fermentar
acucares, produzindo acido latico como produto majoritario ou como unico produto
de seu metabolismo fermentativo. Algumas espécies de BAL, destacando-se
aquelas pertencentes aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, apresentam
potencial probidtico, sendo capazes de conferir efeitos benéficos a saude do
hospedeiro, uma vez ingeridas vivas e em quantidades adequadas. Dentre as
vantagens acarretadas pela ingestdo de bactérias probidticas € possivel citar o
crescimento da populacdo na microbiota intestinal, a atividade antagonista contra
patdgenos e a melhoria do sistema imunolégico. Além disso, estudos comprovam
gue muitas BAL apresentam a capacidade de auxiliar no tratamento de algumas
patologias, como na melhoria da digestdo da lactose em individuos intolerantes a
lactose, no tratamento de diarréia, para promover a reducéo do colesterol e para a
prevencdo de caries. A ocorréncia da céarie se da em funcdo da formacao de uma
cavidade na superficie dentaria, causada pela destruicdo da proteina do esmalte
por bactérias, destacando-se o Streptococcus mutans, por ser um dos micro-
organismos mais relacionados a esse problema. Uma vez que BAL mostre-se
capaz de inibir a bactéria cariogénica, torna-se interessante sua veiculacédo atraves
de alimentos visando a prevencao da patologia. Com isso, o objetivo do trabalho foi
verificar a atividade antagonista de L. brevis e B. lactis contra S.mutans e estudar a
viabilidade destas bactérias aplicadas em goma de mascar microencapsuladas por
atomizacdo e na forma livre durante o periodo de estocagem analisados no
intervalo de 8 em 8 dias, totalizando 33 dias. Ambos 0s micro-organismos testados
apresentaram capacidade significativa de inibicdo da bactéria cariogénica, quando
comparados ao anti-séptico bucal (clorexidina 0,2%), comprovando a influéncia de
bacteriocinas no antagonismo através da sensibilidade a enzimas proteoliticas. A
microencapsulacdo mostrou-se eficiente visto que a viabilidade das bactérias foi
mantida apdés o processo. Durante o periodo de armazenamento das gomas de
mascar acrescidas das bactérias livres e microecapsuladas, foram verificadas
variagdes na viabilidade das mesmas. Em se tratando de B. lactis, a viabilidade foi



satisfatoria ao fim do periodo no caso da bactéria microencapsulada, apresentando
contagem superior a 8 Log UFC . mL™?, porém insatisfatéria no caso da bactéria
livre, que apresentou reducdo quase total de sua viabilidade. J& para L.brevis a
viabilidade do micro-organismo tanto livre quanto microencapsulado manteve-se
elevada, atingindo os 33 dias com contagem superior a 8 Log UFC . mL™.

Palavras-chave: probioticos; efeito antagbnico; bactéria cariogénica.



ABSTRACT

NOGUEIRA, M. B. Antagonistic activity of Lactobacillus brevis and
Bifidobacterium lactis against Streptococcus mutans and their viability in free
form and in microencapsulated gum. 2013. Dissertagcdo de Mestrado — Programa
de Pdés-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

The lactic acid bacteria (LAB) are a group of micro-organisms that have as main
characteristic in common the ability to ferment sugars, producing lactic acid as a
major product or as only product of its fermentative metabolism. Some species of
BAL, especially those belonging to the genera Lactobacillus and Bifidobacterium,
have potential probiotic, being able to confer beneficial health effects of the host,
once eaten alive and in adequate quantities. Among the advantages brought about
by the ingestion of probiotic bacteria can cite population growth in the intestinal
microbiota, the antagonistic activity against pathogens and enhancing the immune
system. Furthermore, studies have shown that many BAL have the capacity to
assist in the treatment of certain pathologies, such as improving the digestion of
lactose lactose intolerant individuals in the treatment of diarrhea, to promote the
reduction of cholesterol and for the prevention of caries. The occurrence of caries
occurs due to the formation of a cavity in the tooth surface caused by destruction of
enamel protein by bacteria, especially Streptococcus mutans, as one of the micro-
organisms related to this problem. Once show BAL is capable of inhibiting the
cariogenic bacteria, it is interesting through food conveying aimed at preventing
disease. Thus, the aim of this study was to determine the antagonistic activity of L.
and B. brevis lactis against S. mutans and studying the viability of the bacteria
applied in chewing gum microencapsulated by spray drying, in free form during the
storage period in the range of 8 analyzed in 8 days, totaling 33 days. Both micro-
organisms tested showed significant capacity to inhibit cariogenic bacteria when
compared to oral antiseptic (chlorhexidine 0.2%), demonstrating the influence of
bacteriocins in antagonism by sensitivity to proteolytic enzymes. Microencapsulation
was effective because the viability of the bacteria was retained after the process.
During the storage of chewing gum and free of bacteria added micoecapsuladas,
changes were observed in the viability of the same. In the case of B. lactis viability
was satisfactory after the period in the case of microencapsulated bacteria, with
count greater than 8 Log CFU. mL™, but with unsatisfactory in the case of bacteria
free, which declined almost total viability. As for L. brevis the viability of micro-
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organism both free and microencapsulated remained high, reaching 33 days with
score greater than 8 Log UFC. mL™.

Keywords: probiotics; antagonistic effect; cariogenic bacteria.
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INTRODUCAO

A busca dos consumidores por alimentos que propiciem, além da nutricdo
basica, algum beneficio para a saude, vem estimulando a comunidade cientifica a
realizar estudos referentes a micro-organismos com potencial probiético,
especialmente bactérias (BADARO et al., 2008).

De maneira geral, para serem consideradas probioticas, as células bacterianas,
apos serem ingeridas, devem apresentar, dentre outros requisitos, a capacidade de
sobrevivéncia as condicfes adversas a que sao expostas no trato grastrointestinal,
resistindo ao suco gastrico e a presenca de sais biliares, conseguindo chegar até o
intestino onde devem aderir-se e multiplicar-se, além de manter sua viabilidade e
atividade metabolica (SAAD, 2006).

No que diz respeito a aspectos tecnologicos, é indispensavel que as células
bacterianas ndo promovam alteracdes indesejaveis nas caracteristicas sensoriais dos
produtos alimenticios, como a promoc¢do de sabor e odor desagradaveis. Porém,
guando séo produzidos alimentos acrescidos de bactérias probioticas, a variavel que
desperta maior preocupacdo € a viabilidade das células bacterianas, visto que séo
encontradas dificuldades para manter contagens elevadas durante o periodo de vida
atii de determinados alimentos, em funcdo de suas caracteristicas intrinsecas.
(MATTILA-SANDHOLM et al., 1998; VASILJEVIC & SHAH, 2008). Com a finalidade
de solucionar problemas tecnolégicos, estudos séo realizados no sentido de encontrar
novas alternativas tecnoldgicas de manter a alta viabilidade desses micro-organismos
por um maior periodo de tempo quando aplicados em alimentos. Para tanto, &
possivel citar o processo de microencapsulacdo, que objetiva aprisionar as bactérias
dentro de uma microesfera, a partir de um material de recobrimento, impedindo o seu
contato direto com o meio ao qual serdo aplicadas, evitando que condi¢des
desfavoraveis diminuam sua viabilidade (BRINQUES, 2009; VILLENA et al., 2009).

A resolugdo RDC n° 2, de 07 de janeiro de 2002, define probiéticos como
micro-organismos Vvivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal
produzindo efeitos benéficos a saude do individuo. Alimentos acrescidos de tais
micro-organismos vivos em quantidade igual ou superior a 8 Log UFC sao

considerados “alimentos probioticos”. Estes, por sua vez, enquadram-se na categoria
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de “alimentos funcionais”, os quais sao definidos como aqueles que além de
fornecerem a nutricdo basica, promovem a saude.(ANVISA, 2002)

O consumo de alimentos probidticos mostra-se crescente devido aos efeitos
benéficos conferidos ao organismo humano, como: a ativacdo do sistema imune, a
sintese de vitaminas do complexo B e a modulagdo dos niveis de colesterol sérico,
auxiliando na manutencdo da saude, e consequentemente reduzindo o risco de
determinadas doencas (BADARO et al., 2008).

Segundo Isolauri et al. (2004) bactérias probiéticas tém demonstrado influéncia
positiva em casos de infec¢cdes do trato gastrointestinal e condi¢cdes inflamatorias,
através da capacidade antipatogénica e antiinflamatoria que apresentam,
possivelmente em consequéncia da modulagdo da microbiota intestinal. Além disso,
estudos demonstram que os probidticos tém promovido efeitos capazes de auxiliar o
tratamento de enfermidades, como no combate a tumores através de atividade
anticarcinogénica, melhora na digestdo da lactose por individuos lactase néo
persistentes, no tratamento de Ulceras e gastrites e no caso de céries através da
atividade antagénica contra bactérias cariogénicas (AMORES et al., 2004; BADARO
et al., 2008; LUYO, 2008; SOUZA et al., 2011).

A possibilidade da utilizacdo de bactérias probiéticas como alternativa de
prevencdo, ou até mesmo para combater carie dentaria, surge com o objetivo da
busca de novas alternativas de prevencdo. Dessa forma, pesquisas relacionadas a
probidticos que apresentem atividade inibitéria contra bactérias cariogénicas, bem
como alimentos acrescidos desses micro-organismos, poderdo contribuir para a
melhoria da saude oral (HE et al., 2009; STAMATOVA et al., 2009).

Diante do exposto, o presente trabalho buscou estudar a atividade antagonista
de bactérias pertencentes aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium contra a
principal bactéria envolvida na formacdo da carie, Streptococcus mutans, além de
aplicar, aquelas que demonstrarem resultados satisfatorios, em goma de mascar na
forma livre e microencapsulada pelo processo de atomizagdo, analisando sua

viabilidade em diferentes periodos de armazenamento.



OBJETIVOS

1 Objetivo Geral

Avaliar atividade antagonista de bactérias acido laticas Lactobacillus sp.
e Bifidobacterium sp. frente a bactéria cariogénica Streptococcus mutans e a
viabilidade na forma livre e microencapsulada em goma de marcar.

2 Objetivos especificos

- Realizar testes in vitro com bactérias Lactobacillus sp. e Bifidobacterium sp.
frente a S. mutans, selecionando a(s) bactéria(s) com maior(es) atividade(s)
antagonista(s);

- Microencapsular a(s) bactéria(s) com maior(es) atividade(s) antagonista(s)
pelo método de atomizagéo e verificar sua viabilidade;

- Aplicar as bactérias selecionadas microencapsuladas e livres em goma de
mascar, verificando a viabilidade das mesmas durante o armazenamento.



REFERENCIAL TEORICO

1 Bactérias acido lacticas

O grupo de micro-organismos que compreende as bactérias acido laticas
(BAL) envolve 16 diferentes géneros, que apresentam algumas caracteristicas
morfologicas, metabolicas e fisiologicas em comum. Os principais géneros de BAL
sdo Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc e Lactococcus, sendo que, além
destes, também estdo incluidos os géneros Carnobacterium, Enterococcus,
Lactosphaera, Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus, Weissella, Bifidobacterium, Microbacterium e Propionibacterium
(HOLZAPFEL et al., 2001; LEROY e DE VUNYST, 2004).

Sao bactérias Gram positivas, catalase negativa, ndo esporuladas, com
morfologia de cocos ou bacilos, podendo apresentar-se em células individuais ou
em duplas, tétrades e em cadeias curtas ou longas. Em geral, sdo anaerdbicas
e/ou aerotolerantes, produtoras de acido latico, como o0 maior ou Unico produto
fermentativo do  metabolismo, podendo ser heterofermentativas ou
homofermentativas, respectivamente (LEROY e DE VUNYST, 2004; POFFO e
SILVA, 2011). Em sua grande maioria, salvo a excecdo do Lactobacillus agilis,
Lactobacillus capillatus e uma espécie de Lactobacillus descrita como ghanensis,
sdo micro-organismos que nao apresentam motilidade (SETTANI e MOSCHETTI,
2010; POFFO e SILVA, 2011).

Muitas BAL apresentam propriedades que conferem beneficios a saude,
guando ingeridas vivas e em quantidades adequadas, sendo caracterizadas como
bactérias probioticas, merecendo destaque para a sua aplicacdo em alimentos, os
quais vém sendo alvos de constantes pesquisas, e recebem a denominacao de
alimentos funcionais (DORELLA et al., 2003; SOCCOL et al., 2010).

1.1 Probioticos
Probitticos sdo definidos pela Food and Agricultural Organization (FAO,

2001) e pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 2001) como micro-organismos

vivos que administrados em quantidades suficientes promovem efeitos fisiolégicos
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benéficos sobre o hospedeiro. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
ainda destaca que sdo capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal
(BRASIL, 2002).

Bactérias denominadas probitticas sdo consideradas seguras (GRAS -
“generally recognized as safe”) por ndo serem patogénicas e ndo apresentarem a
capacidade de transmissdo de fatores de resisténcia para patdégenos, nao
representando riscos a saude publica e garantindo a seguranca de produtos
alimentares acrescidos de tais micro-organismos (GOMES e MALCATA, 1999;
OLIVEIRA et al., 2002).

1.1.1 Caracteristicas de bactérias probidticas

Antes de um probidtico beneficiar a salude do hospedeiro, € necessario
cumprir inUmeros critérios relacionados com segurancga, caracteristicas
tecnoldgicas e funcionais.

Aspectos de seguranca incluem especificagdes como origem da bactéria e
nao ser um micro-organismo patogénico. Outro aspecto importante de seguranca é
a resisténcia a antibitticos. Idealmente, é interessante que os probiéticos exibam
tolerancia a substancias antimicrobianas usadas na prética clinica, porém nao
devem ser capazes de transferir essa resisténcia a outras bactérias da microbiota
comensal ou oportunistas humanos (DEL PIANO et al., 2006).

Entre as propriedades tecnolégicas que a(s) cultura(s) de um alimento
probiético deve(m) atender, destacam-se a viabilidade durante o processamento e
estocagem, mantendo assim a funcionalidade do alimento, e o0 néo
desenvolvimento de sabores e/ou texturas indesejaveis, resisténcia a fagos e
passiveis de serem produzidas em larga escala (DAVE & SHAH, 1998; MATTILA-
SANDHOLM et al., 2002; ROSS et al., 2005; VASILJEVIC & SHAH, 2008).

J& no que diz respeito a caracteristicas funcionais, as bactérias probidticas
necessitam atender a um amplo espectro de requisitos, como persisténcia e
viabilidade no trato gastrointestinal, que inicia-se com a sobrevivéncia a acdo das
enzimas salivares: a-amilase e ptialina, e ao pH da saliva humana, que, de maneira
geral, encontra-se préximo a neutralidade, variando de 6,8 a 7,2 (MATTILA-
SANDHOLM, 1998; MATTILA-SANDHOLM, 2002, SAAD, 2006).



22

Tolerancia a acidez

Ao atingir o estbmago, faz-se necessaria a sobrevivéncia da bactéria acido
latica a acidez do suco gastrico. O estbmago apresenta pH muito acido, podendo
variar de 1,0 a 3,0, e as bactérias tendem a entrar em processo osmotico para
equilibrar as cargas do meio. O pH interno das bactérias, que apresenta
neutralidade (pH 7,0), ndo pode ser alterado pelo processo osmaético que ocorreria
naturalmente, e é desta maneira que as bactérias probidticas se diferenciam das
demais, em funcdo da resisténcia a alteracéo do pH intracelular. Tal resisténcia se
da em funcéo da presenca da enzima ATP-sintase, a qual promove a expulsdo dos
préotons H*, que penetram a membrana buscando o equilibrio do pH do meio com o
interior do micro-organismo, impulsionando-os para fora da célula, impedindo a
alteracdo do pH intracelular e mantendo, assim, a neutralidade do meio intracelular
(MATTILA-SANDHOLM, 1998; MATTILA-SANDHOLM, 2002, SAAD, 2006).

Tolerancia a alcalinidade

O obstaculo sequente € a resisténcia a alcalinidade da bile, que abrange um
principio semelhante ao anterior, afim de ndo acarretar na desestabiliza¢do do pH
interno. Os acidos biliares primarios sao sintetizados no figado a partir do colesterol
e sdo conjugados com uma glicina ou taurina antes da secrecao da bile. O grupo
carboxilico do &cido biliar e do grupo amino do aminoacido séo ligados por uma
ligacdo amida, observado na figura 1.

OH
0. —. 0
CEQH B-N-CH~C%0
L_H |
HO OH Glicina
ligagdo  HN—CH; CH;~SO,0

Amida | H |

Taurina

Figura 1 - Estrutura do sal biliar.
Fonte: Adaptado de BEGLEY et al., 2006.
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A enzima sal biliar hidrolase, comum as bactérias probidticas, atua
catalizando a reacdo de desconjugacdao, hidrolizando a ligacdo amida entre o 4cido
biliar e 0 aminoé&cido (Fig. 2), possibilitando a manutencéo da neutralidade do pH

interno da bactéria probidtica.

; Enzimasal biliar ;
H hidrolase 1 ici
Acido 5 Acido + Glicinaou
conjugado desconjugado Taurina

Figura 2 - Reacédo de desconjugacédo do acido biliar catalisada pela enzima sal
biliar hidrolase.
Fonte: Adaptado de BEGLEY et al., 2006.

Atividade de adeséo

ApoOs sobreviver a tais obstaculos, a bactéria ainda necessita colonizar o
intestino delgado, superando os movimentos peristalticos e aderindo-se as células
epiteliais. A propriedade de adesdo esta diretamente relacionada com a agéo de
adesinas bacterianas, presentes na parede celular das bactérias probiéticas, que
interagem com receptores da mucosa intestinal mediados através de um complexo
de reac0es fisico-quimicas, que envolvem cargas e hidrofobicidade. Uma vez que
ocorra a interacdo entre esses elementos, ocorre a fixacdo da bactéria nas células
intestinais, impedindo sua eliminacao, tanto pelo peristaltismo quanto por fluidos
gue tenderiam a direciona-las para o exterior do organismo (BARBOSA et al.,
2005).

Segundo Candela et al. (2008), os probioticos apresentam a capacidade de
aderéncia em  superficies colonizadas anteriormente  por  bactérias
enteropatogénicas, acarretando na sua exclusdo ou reducdo, provavelmente em

consequéncia do blogueio de receptores que seriam utilizados pelas mesmas.

Atividade antimicrobiana

Dentro do contexto de sobrevivéncia do micro-organismo probidtico,

ressalta-se a propriedade antagonista ou atividade antimicrobiana apresentada por
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estes micro-organismos. Embora o modo de a¢édo dos probidticos ainda néo tenha
sido completamente esclarecido, sugerem-se varios processos que podem atuar
independentemente ou associados. Um deles é a exclusdo competitiva, em que o
probidtico competiria com o0s patdgenos por sitios de fixacdo e nutrientes,
impedindo sua agao transitoriamente (CROSS, 2002; CAPPOLA e TURNES,
2004). Outra forma que os probidticos encontram para atingir patdégenos € através
da sintese de bacteriocinas (NAIDU et al., 1999), de peroxido de hidrogénio
(NAIDU et al., 1999), e de acidos organicos volateis (OGAWA et al., 2001) ou
através da atuacdo sobre o metabolismo celular, promovendo a redu¢do de amonia

no organismo, e liberando enzimas como a lactase (DE VRESE et al., 2001).

Imunomodulacao

Considerando as propriedades funcionais, os probidticos ainda devem
apresentar a capacidade melhorar a imunidade do hospedeiro através de estimulo
da atividade dos macréfagos e consequente aumento da producdo de anticorpos
(MATTILA-SANDHOLM, 2002, SAAD, 2006). Panchenian (2005) acrescenta que
bactérias probidticas sao capazes de modular a resposta imune do hospedeiro
através da proliferacdo de células T e aumento da producéo de imunoglobulinas e
citocinas.

Em decorréncia de interacdes entre moléculas conservadas da parede
celular de bactérias probidticas com receptores das células do hospedeiro, ocorre o
estimulo das vias de sinaliza¢do imune, gerando uma resposta imunolégica, que
pode variar de acordo com a linhagem da bactéria e o tipo de célula a qual se liga
(OELSCHLAEGER, 2010).

1.2 Probio6ticos e Alimentos

Alimentos acrescidos de probidticos em quantidades adequadas sao
enquadrados na categoria de alimentos funcionais, ou seja, alimentos que além de
fornecerem a nutricdo basica, promovem a saude. Para tanto é necessario que a
linhagem probidtica seja capaz de sobreviver a passagem através do trato

gastrointestinal, chegando a quantidades adequadas ao intestino delgado, e nesse
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seja capaz de se desenvolver para desempenhar seu papel benéfico (BRINQUES,
2009; SAAD, 2006).

A RDC n° 2, de 7 de janeiro de 2002 da ANVISA define que a quantidade
minima viavel para o probiético deve estar situada na faixa de 10% a 10° UFC. g*
na por¢ao diaria do alimento para ser de importancia fisiolégica para o consumidor,
visto que a ingestdo desta concentracdo celular € reduzida até atingir o intestino
(10° a 10" UFC. g*), porém suficiente para manter sua atividade funcional
(ANVISA, 2002)

Os micro-organismos Lactobacillus delbrueckii subespécie bulgaricus e
Streptococcus salivarius subespécie thermophillus, anteriormente classificados
como probidticos, foram desconsiderados tendo em vista que além de serem
espécies necessarias para producdo de iogurte, ndo possuem efeito probidtico
cientificamente comprovado.

As bactérias mais frequentemente empregadas como suplementos
probiodticos para alimentos pertencem aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium
e, em menor escala, Enterococcus faecium. Dentre as bactérias laticas
pertencentes ao género Lactobacillus, destacam-se L. acidophilus, L. helveticus, L.
casei - subsp. paracasei e subsp. tolerans, L. paracasei, L. fermentum, L. brevis, L.
reuteri, L. johnsonii, L. plantarum, L. rhamnosus e L. Salivarius. Ja dentre as
bactérias pertencentes ao género Bifidobacterium, destacam-se B. bifidum, B.
breve, B. infantis, B. lactis, B. animalis, B. longum e B. thermophilum (PARVEZ et
al., 2006; SAAD, 2006).

Inimeros alimentos acrescidos de probiéticos sdo comercializados no Brasil
e no mundo, especialmente derivados lacteos. A figura 3 apresenta alguns
exemplos de alimentos contendo bactérias probidticas disponiveis no mercado

brasileiro.
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Lactobacillus e

L. casei defensis B. animalis 2 2
f Bifidobacterium

Figura 3 - Alimentos acrescidos de bactérias probidticas comercializados no Brasil.

Fonte: A autora.

Inimeras linhagens de bactérias probidticas sdo aplicadas de forma
independente ou associada em alimentos, especialmente em derivados lacteos. E
0 caso do queijo Minas Frescal Sanbios, produzido pela empresa Santa Clara, que
contém B. lactis (SANBIOS, 2012), e dos iogurtes produzidos pela Danone® como
o Activia, que contém B. animalis (ACTIVIA, 2012), o Actimel sabor c6co, acrescido
de L. casei imunitass, e os demais sabores da linha Actimel (natural, morango, mix
de frutas, laranja e acerola), acrescidos de L. casei defensis (ACTIMEL, 2012).
Além disso, a Nestlé® comercializa a formulacao infantii NAN, que apresenta a
associacdo de Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. Ja a empresa Yakult®
produz o leite fermentado Yakult, o Yakult 40 e a sobremesa fermentada Sofyl,

sendo todos os produtos adicionados de L. casei shirota (YAKULT, 2012).

1.2.1 Lactobacillus spp.

Os micro-organismos pertencentes ao género Lactobacillus sdo Gram-
positivos, catalase negativa, ndo esporulados, ndo apresentam motilidade e
fermentam carboidratos produzindo, como principal produto, acido latico. Sao
bactérias microaerofilas, portanto apresentam desenvolvimento 6timo em baixas

concentragbes de oxigénio, embora se desenvolva com facilidade em ambientes
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anaerobios e com certa dificuldade quando em aerobiose (GOMES E MALCATA,
1999).

Apresentam temperatura 6tima de crescimento dentro da faixa de 30 a 40°C,
embora se desenvolvam a temperaturas mais elevadas, desde que seja igual ou
inferior a 45°C. O pH 6timo para o desenvolvimento dos lactobacilos situa-se na
faixa de 5,5 a 6,0 e sdo capazes de tolerar ambientes acidos de 0,3% a 1,9% de
acidez titulavel (GOKTEPE et al., 2006; OLMOS, 2006).

1.2.1.1 Lactobacillus brevis

Lactobacillus brevis é uma das espécies que constituem as Bactérias Acido
Laticas (BAL), sendo classificada como probidtica, cujo principal metabdlito
produzido € o acido latico, dando preferéncia por fermentar substratos a base de
glicose e galactose. Este micro-organismo pode se desenvolver em diferentes
ambientes, podendo ser encontrado em inameros alimentos, especialmente
fermentados, como é o caso do chucrute e do picles. Também €& comumente
encontrado nos grédos de kefir, e esta espécie é responsavel pela producédo do
polissacarideo (dextrano) que forma os graos. Além disso, essa bactéria € uma das
causas mais comuns da deterioracdo da cerveja (PIDOUX, 1989; LIMA &
CRISTIANINI, 2004).

1.2.2 Bifidobacterium spp.

As bifidobactérias sdo micro-organismos Gram-positivos, catalase negativa,
nao formadoras de esporos, ndo apresentam motilidade, sdo anaerébios estritos e
habitam naturalmente o trato gastrointestinal dos humanos. Bactérias deste género
apresentam forma de bacilos finos com extremidades afiladas e geralmente
bifurcados, medindo entre 2 e 8 u de comprimento (OLMOS, 2006; SOLANO-
AGUILAR et al., 2008).

Apresentam temperatura Otima de crescimento entre 37°C e 41°C, sendo
possivel o seu desenvolvimento a uma temperatura minima de 25°C a 28°C e
maxima de 43°C a 45°C, e suportam uma faixa de pH que pode variar de 4,5 a 8,5,

com crescimento 6timo entre 6,5 e 7,0. Apresentam a capacidade de fermentar
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acucares como glicose, frutose e galactose, produzindo acido acético e acido latico,
além de acido succinico e CO,, embora em pequenas quantidades (ROY, 2001;
SHAH, 2007; JALILI et al.,2009).

As bifidobactérias constituem cerca de 5 a 10% do total de micro-organismos
gue colonizam o intestinos de criangas, diminuindo sua propor¢céo a medida que a
idade avanca, em funcao, principalmente, das mudancas de habitos alimentares,
além de outros fatores como o uso de medicamentos, em especial antibiéticos, que
também influenciam no decréscimo da populacdo de Bifidobacterium spp. no
intestino de humanos. Na idade adulta os niveis correspondem a um percentual
que varia de 3 a 6% da populacao intetinal, sendo inferior as populacdes de
Eubacterium spp. e Bacteroides spp. (MITSUOKA, 2000; OLMOS, 2006; SHAH,
2007).

1.2.2.1 Bifidobacterium lactis

Bifidobacterium lactis € uma espécie diferenciada quando comparada as
demais bactérias do mesmo género. Inicialmente esta bactéria era considerada
uma espécie de Lactobacillus, e isso se deve ao fato de ser um micro-organismo
que além de produzir &cidos, principalmente acido latico, a partir da fermentacéo de
acucares, também é produtor de acetaldeido, diacetil e etanol sem a geracao de
CO,. Entretanto, estudos permitiram descobrir inGmeras outras particularidades
desse micro-organismo, entre elas a incapacidade de reproducdo na presenca de
oxigénio, caracteristica esta que resultou na inclusdo da bactéria dentro do género
Bifidobacterium, caracterizado por ser estritamente anaerébio (BARON et al.,
2000).

Segundo OImos (2006) € um cultivo termdfilo e apresenta sensibilidade a
NaCl, sendo que a concentracdo de 2,5% causa inibicdo parcial, e o cultivo é
totalmente inibido em meios contendo 3% de NaCl. S&o bactérias comumente

aplicadas na elaboracado de produtos lacteos, como iogurtes e queijos.
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1.3 Probidticos e salde

A influéncia benéfica sobre a microbiota intestinal humana causada pela
ingestdo de probidticos inclui fatores como efeitos antagdnicos, competicdo e
efeitos imunoldgicos, resultando em um aumento da resisténcia contra patégenos.
Desta forma, a utilizagdo de -culturas bacterianas probidticas estimula a
multiplicacdo de bactérias benéficas, em detrimento a proliferacdo de bactérias
potencialmente prejudiciais, reforcando os mecanismos naturais de defesa do
hospedeiro (PUUPPONEN-PIMIA et al. apud SAAD, 2006). Além disso, bactérias
probidticas vém sendo utilizadas, através da bacterioterapia, no tratamento de
algumas patologias, como substancia principal ou adjuvante, como para a
prevencao e tratamento de diarréia; como alternativa para evitar a prisdo de ventre;
para melhorar a digestdo da lactose em pacientes intolerantes a esta; no
tratamento de gastrite e Ulceras; na prevencao e tratamento de tumores, infecces
urinérias, doencas respiratorias e otite; para promover a reducéo do colesterol e até
para a prevencao contra caries (AMORES et al., 2004; LUYO, 2008; SOUZA et al.,
2011).

1.3.1 Cérie

Segundo Kramer et al. (1997) carie pode ser definida como uma destruicéo
da superficie dentéria, iniciada por descalcificacdo do esmalte, seguida por lise
enzimatica das estruturas orgéanicas levando a formacdo de cavidades, causada
por bactérias produtoras de acidos e/ou quelatos, que levam a descalcificacdo ou
por bactérias que destroem a proteina do esmalte.

As bactérias cariogénicas atuam fermentando os carboidratos presentes na
cavidade oral em funcdo da alimentacdo do individuo, resultando na formacédo de
acidos, como o lactico, acético, propionico e férmico, que provocam uma
diminuicdo de pH na interface placa-esmalte, podendo levar a dissolugéo do fosfato
de calcio do esmalte dos dentes susceptiveis, atraves da difusdo do acido atraves
do esmalte permeavel. Em consequéncia, a desmineralizacdo atinge a dentina,
destruindo gradualmente a estrutura dentéria e originando a cavidade de céarie. Em

determinado momento, as bactérias atingem a polpa e infectam-na, podendo
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resultar numa resposta inflamatéria pulpar e dos tecidos periapicais, sendo esta a
causa mais comum de odontalgia. Se néo tratada, esta infecgdo pode alastrar para
0 0sso maxilar, tecido celular subcutaneo e circulacdo sanguinea, resultando, ainda
que raramente, em situacbes que podem colocar em risco a propria vida do
individuo (MELLO et al., 2006).

1.3.1.1 Streptococcus mutans

Indmeras bactérias podem participar do processo de formacdo de caries,
porém, algumas mostram-se muito mais ativas que outras. E o caso do
Streptococcus mutans, que € um dos micro-organismos mais relacionados a caries
em funcdo do seu potencial de desenvolvimento e pela grande quantidade de &cido
latico produzida a partir da sacarose. Além disso, sdo capazes de manter seu
metabolismo mesmo em pHs baixos, pois sdo aciduricos e aderem-se facilmente a
superficie dentéria em funcao da producao do polissacarideo extracelular insollvel,
bem como de polissacarideos intra e extracelulares de reserva que facilitam o
processo cariogénico (MACPHERSON et al. apud NOGUEIRA et al, 2007).

A formacgdo da cérie por este micro-organismo se deve a aderéncia na
superficie dentaria e subsequente formacdo de biofilme, ocorrendo em duas
etapas. O primeiro estagio é a aderéncia reversivel da célula bacteriana a pelicula
adquirida presente na superficie do esmalte, possibilitada através da producéo de
glucanos extracelulares insollveis que propiciam que a bactéria se agregue ao
dente. Este é o resultado da acdo da enzima glicosiltransferase, que utiliza a
sacarose oriunda da dieta humana e a decompde em glucose que,
consequentemente, irA formar os glucanos. O segundo estagio envolve a
acumulacédo de S. mutans por intermédio de seu crescimento e pela producdo de
glucanos extracelulares.

Somente a partir da conclusao desses dois estagios que inicia-se 0 processo
de formacgéo da céarie. O que significa que a interrupcdo ou interferéncia de um
desses mecanismos pode prevenir, evitar ou retardar a ocorréncia da carie
(GONDIM, 2010).

Um fator importante € o substrato de fermentacédo, visto que alguns micro-

organismos demonstram maior tendéncia a metabolizar acglcares especificos.
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Estudos demonstram que a placa dental formada por S. mutans pela fermentacéo
de lactose é diferente daquela formada pela sacarose. Isso se deve ao fato de que
S. mutans, apresenta preferéncia por substratos que contenham sacarose, e
fermenta-os com maior facilidade, aumentando a ocorréncia da formacéo de caries.
Além disso, a lactose, ndo acarreta perda mineral clinicamente visivel no esmalte,

contrariamente ao que acontece com a sacarose (RIBEIRO; RIBEIRO, 2004).

1.3.2 Probidticos e caries

Com a finalidade de diminuir a intensidade dos danos causados pelas caries,
bem como prevenir sua ocorréncia, a utilizacdo de probiodticos tém se mostrado
bastante interessante. Pesquisas in vitro demonstram que alguns micro-organismos
probidticos apresentam a capacidade de aderir-se ao biofilme supragengival e
competir com micro-organismos cariogénicos, obtendo resultados promissores
(SULLIVAN, 2002). Estudos foram realizados com bactérias do género
Lactobacillus e Bifidobacterium, com a finalidade de avaliar o potencial de
colonizacdo e adesdo a superficie dentaria, e demonstraram que além de
apresentarem capacidade de adesdo, permanecem viaveis na saliva humana
durante periodos superiores a uma semana (PETTI , 2001; YLI-KNUUTTILA,
2006). Segundo Comelli et al. (2002) a presenca de Lactococcus lactis no biofilme
€ capaz de modular o crescimento de bactérias orais, principalmente do S.
sobrinus, o qual é sabidamente cariogénico.

Estudo in vivo realizados por Ahola et al. (2002) e Petti et al. (2001)
demonstram que ministrar alimentos contendo probiodticos resultam na diminuicéo
de niveis salivares, especialmente de S. mutans. Em estudo realizados por Nikawa
et al. (2004) e Caglar et al. (2008) o L. reuteri foi apontado como um probidtico
eficiente na inibicdo de S. mutans, em curto periodo de tempo, quando presente
nos alimentos constantemente ingeridos pelos individuos avaliados. Tais estudos

podem ser observados, mais detalhadamente, nas figuras 4 e 5.
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Figura 4 — Estudos in vitro de bactérias acido laticas em condi¢des da cavidade oral

de humanos.
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Figura 5 — Estudos in vivo de bactérias acido laticas na cavidade oral de humanos.

2. Microencapsulagéo

Apesar dos inumeros beneficios conferidos pelos probidticos a saude dos

consumidores, o maior problema encontrado quando deseja-se incorporar tais

micro-organismos a formulacdo de um alimento, € a baixa resisténcia que estes
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apresentam a diferentes condicdes em que sédo submetidos durante os processos
tecnologicos de producédo, das diferentes condi¢cdes de pH, oxigénio e temperatura
dos alimentos em que séo aplicados, e das condi¢cdes de armazenamento durante
o periodo de vida util dos produtos alimenticios (RUIZ-MARTINEZ et al., 2009).
Buscando a maior viabilidade e estabilidade dos probi6ticos, bem como o
aumento do periodo de sua sobrevivéncia, inUmeras técnicas de imobilizagdo de
células vém sendo estudadas, como uma alternativa de protecdo através de uma
barreira fisica que evite sua exposicdo as condicdes adversas do meio. A
microencapsulacdo de bactérias probidticas consiste na formacdo de pequenas
esferas formadas a partir de um material protetor, geralmente de natureza
polimérica, que recobre pequenos conjuntos de células, aprisionando-as
(BRINQUES, 2009; RUIZ-MARTINEZ et al., 2009). A Figura 6 apresenta a forma

estrutural de uma micro-capsula formada.

Célula
Bacteriana

Liquido de
preenchimento

~ Agente protetor

Figura 6 - Forma estrutural de uma micro-céapsula.
Fonte: A autora, 2013.

2.1 Métodos de microencapsulacao

Existem inUmeros métodos utilizados para a formacéo de micro-capsulas, os
quais sado divididos em 3 grandes grupos, de acordo com a natureza do processo:
métodos fisicos, métodos quimicos e métodos fisico-quimicos.

Dentre os métodos fisicos € possivel citar a técnica de atomizag&do ou spray

drying e liofilizacdo. No caso dos métodos quimicos as técnicas mais comumente
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utilizadas sao a de emulsdo ou polimerizacéo interfacial, inclusdo molecular e co-
cristalizacdo. Em se tratando de métodos fisico-quimicos, incluem-se a
coacervacgao, gelificacdo idnica, extrusao e inclusdo em lipossomas (AZEREDO,
2005; BRINQUES, 2009; RUIZ-MARTINEZ et al.,, 2009; CIPAGAUTA, 2010;
HUERTAS, 2010).

Na escolha do método de microencapsulagcdo deve-se levar em
consideracdo inimeros fatores, como a substancia ou micro-organismo a ser
encapsulado, as propriedades do agente encapsulante, do tamanho das esferas
que deseja-se obter (visto que podem variar de 0,2-5000 pm dependendo do
método utilizado), do alimento em que ser& aplicado, do mecanismo de liberacdo
desejado e do custo (RUIZ-MARTINEZ et al., 2009; HUERTAS, 2010).

2.1.1 Microencapsulacédo por atomizacao

O processo de microencapsulacdo por atomizagdo ou secagem por
aspersao € um dos métodos mais antigos de encapsulacédo, tendo sido usado
na década de 1930 para preparar 0os primeiros compostos de sabor encapsulados.
O processo de formacdo das micro-capsulas envolve 3 etapas: preparacdo da
dispersdo ou solucdo, homogeneizacdo e atomizacdo propriamente dita. Esta
técnica consiste em atomizar o material que se encontra em estado liquido, seja
como dispersdo ou solucdo, formando pequenas gotas sobre uma corrente de ar
quente. Ao ocorrer 0 contato das gotas com o ar aquecido, a elevada temperatura
promove uma rapida evaporacdo do solvente, formando uma fina pelicula do
material de recobrimento em torno do material a ser encapsulado. O produto
resultante encontra-se na forma de um po fino, com particulas geralmente menores
que 100 um (AZAREDO, 2005; PARIZE et al., 2008; RUIZ-MARTINEZ et al., 2009;
HUERTAS, 2010).

Este método € o0 mais utilizado na industria de alimentos para a
encapsulacdo de aditivos e ingredientes como vitaminas (C e E), acido félico,
aromas, orégano, citronela, bactérias probidticas, lipideos, acido linoléico, Oleos
vegetais; minerais como o ferro; pigmentos como antocianinas e leite, entre otros, e
apresenta um custo relativamente baixo. A principal vantagem desta técnica € a

possibilidade de trabalhar com materiais termosensiveis, visto que o periodo de
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exposicdo das particulas ao calor é curto (AZAREDO, 2005; WANDREY et al.,
2010).

2.2 Agentes encapsulantes

Existem uma infinidade de materiais passiveis de utilizacdo como agentes
encapsulantes. Porém, as propriedades do material utilizado exerce influéncia
direta na estabilidade dos compostos ou micro-organismos a serem
microencapsulados. Desta maneira, torna-se essencial levar em consideracdo, no
momento da escolha do agente encapsulante, uma série de fatores como
porosidade, solubilidade, viscosidade, propriedades mecanicas, transicao vitrea,
capacidade de formacado de filme, além de fatores econémicos (AZAREDO, 2005;
RUIZ-MARTINEZ et al., 2009).

Diferentes substancias que podem ser utilizadas como agentes
encapsulantes podem ser observadas na tabela 1.

Tabela 1 - Materiais utilizados como agentes encapsulantes.

Tipo de material Material especifico

Gomas Agar, alginato de sédio, carragena,
goma arabica.

Carboidratos Amidos, dextrano, sacarose, lactose.
Etilcelulose, metilcelulose,

Celuloses acetilcelulose, nitrocelulose,
carboximetilcelulose.

Lipideos Ceras, parafinas, 6leos, gorduras.
Proteinas Glaten, caseina, albumina.
Materiais inorganicos Sulfato de célcio, silicatos.

Fonte: Adaptado de RUIZ-MARTINEZ et al. (2009).



36

3. Goma de mascar

Existem diversos veiculos passiveis de serem utilizados para administracao
de bactérias probidticas, bem como micro-organismos de diferentes espécies
capazes de exercer efeitos benéficos ao hospedeiro sobre a microbiota
cariogénica, podendo atuar como um método auxiliar de controle de céries
(SOUZA, 2010). Desta forma, sugere-se que gomas de mascar podem servir de
veiculo de bactérias probidticas a serem ministradas em tratamento preventivo de
caries, uma vez que comprovada a acao inibitoria frente a bactérias cariogénicas.

Segundo a RDC n°. 265 de 2005, goma de mascar € classificada como um
alimento constituido por base gomosa, elastica, mastigavel e nao deglutivel. Pode
conter outros ingredientes, desde que ndo descaracterizem o produto e apresentar

recheio, cobertura, formato e consisténcia variados (ANVISA, 2005).

4. Clorexidina

A clorexidina, cuja estrutura molecular pode ser observada na figura 7, foi
aprovada para 0 uso em escovas cirirgicas em meados de 70, e como colutorio a
0,12%, no final da década de 80. Na Europa, foram utilizados solucbes de
clorexidina a 0,2%. A forma mais universalmente utilizada era através de
bochechos de solucdo de clorexidina, realizados duas vezes ao dia, utilizando
10mL de uma solucéo de 0,2% de clorexidina. Estudos posteriores mostraram que
diminuindo a concentracdo do produto e aumentando o volume bochechado da
solucédo a quantidade de droga usada era praticamente a mesma e a efetividade
anti-placa manteve-se semelhante com reducées do manchamento dos dentes.
Assim, dois colutorios de clorexidina a 0,12% foram aprovados pela FDA (Food and
Drug Administration) no inicio dos anos 90, sendo téo eficazes clinicamente quanto
a solucao mais forte a 0,2%, porém com uma reducao significativa na incidéncia de
efeitos colaterais. Portanto a concentragao a 0,12% com bochechos passou a ser
empregada em larga escala, sendo utilizada nessa concentracdo no Brasil. Na
Europa a concentracdo de 0,2% ainda é mantida e utillizada como padrao
(NEOBRAX, 2013).
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Figura 7 — Estrutura da clorexidina.
Fonte: NEOBRAX, 2013.

A natureza catibnica da clorexidina permite a sua ligacdo a tecidos duros e
moles na cavidade bucal (gengiva, tecidos das bochechas, palato duro e palato
mole); a seguir, é liberada com o decorrer do tempo, produzindo um efeito
bacteriostatico continuo. Em doses baixas, a integridade da membrana celular é
alterada, resultando num extravasamento dos componentes bacterianos de baixo
peso molecular (NEOBRAX, 2013).



MATERIAIS E METODOS

As analises microbioldgicas, incluindo os testes preliminares de atividade
antagonista e natureza protéica da atividade antagonista contra S. mutans, 0 processo
de liofilizagcdo, as contagens de células viaveis, a aplicacdo das bactérias liofilizadas e
microencapsuladas e o estudo da viabilidade das bactérias aplicadas na goma de
mascar durante o periodo de armazenamento, foram realizados no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial da
Universidade Federal de Pelotas, Campus Capéao do Leé&o.

A microencapsulagdo das bactérias probitticas foi realizada no Laboratorio de
Nanotecnologia da Universidade Federal do Pampa, Campus Uruguaiana.

A microscopia eletrébnica de varredura (MEV) foi realizada no Laboratério de
Microscopia, pertencente ao Centro de Microscopia, localizado na Faculdade de

Odontologia da Universidade Federal de Pelotas.

1 Testes Preliminares in vitro

1.1 Atividade antagonista
Micro-organismos:

Bactérias acido lacticas (BAL) L. brevis ATCC 367, L.delbruekii subsp. bulgaricus INC
Q5 00383, B. lactis (DELVO PRO LAFTI B94 — Global Food) e B. bifidum Bb-12 (Chr.
Hansen), mantidas no Laborat6rio de Microbiologia de Alimentos do Departamento de
Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial da Universidade Federal de Pelotas.
Bactéria cariogénica Streptococcus mutans UA 159 (ATCC 700610), cedida
pela Faculdade de Odontologia - UFPel.

Para a verificagdo da atividade antagonista foi realizado o teste “spot on the low”
(teste da gota), utilizando-se as bactérias acido lacticas (BAL) frente a bactéria
cariogénica, segundo Jacobson et al. (1999)

Cultivou-se as cepas em caldo MRS (Man Rogosa and Sharpe) incubadas por 18-
24 horas a 37°C. Logo padronizou-se a concentracéo celular através da solucao padréo
1 de Mc Farland (3,0 x 10® UFC . mL™), colocando-se uma aliquota de 2 microlitros em

um ponto da placa com agar MRS, incubando-as em jarra de anaerobiose a 37°C



39

durante 18-24 horas. Paralelamente cultivou-se o S. mutans em caldo BHI (Brain Heart
Infusion) durante 18-24 horas a 37°C, que logo teve sua concentracdo celular
padronizada através da solucéo padréo 0,5 de Mc Farland (1,5 x 108 UFC . mL™). Uma
sobrecamada cobriu, entdo, as placas de MRS contendo as BAL, com 8 mL de agar BHI
(0,8%) inoculado com a cultura cariogénica. As placas foram novamente incubadas a
37°C por 24 horas em aerobiose. A inibicdo do crescimento da bactéria cariogénica foi
observada através da formacdo de uma zona de inibicdo (halo) ao redor da gota
medindo-se os diametros destas com paquimetro digital.

Os testes foram realizados em triplicada para cada uma das cepas de BAL e 0
tamanho das zonas de inibicdo foi comparado com a clorexidina (anti-séptico bucal),
utilizada como controle positivo. Para a obtencdo da zona de inibicdo do controle,
utilizou-se a técnica de difusdo em disco, colocando-se 2 microlitros de clorexidina sobre
um disco sobreposto em placas com agar MRS, realizando a cobertura com agar BHI
(0,8%) contendo a cultura bacteriana, seguindo o mesmo procedimento aplicado para as
BAL.

Utilizou-se 3 diferentes concentracdes de clorexidina (2% - solucdo de clorexidina
comercial; 0,2% - solucdo de clorexidina padrdo europeu; e 0,12% - solugcdo de
clorexidina padréo brasileiro), a fim de verificar a influéncia da concentrag&do na inibi¢cao
da bactéria cariogénica e definir a concentracdo a ser utilizada como controle do

presente estudo.

1.1.1 Andlise Estatistica

Os resultados foram submetidos a analise estatistica, primeiramente a verificacédo
da normalidade dos dados, através do teste de Shapiro-Wilk, andlise de variancia e aos
testes de médias através do teste de Dunet (p<0,05), comparando o diametro da zona
de inibicdo das bactérias probioticas com o do controle (clorexidina), e do teste de Tukey
(p<0,05), comparando o didmetro das zonas de inibicdo das bactérias probibticas entre

si, utilizando-se o softwer SAS 9.2.
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1.2 Natureza protéica da atividade antagonista

As bactérias que apresentaram atividade antagonista frente a S. mutans foram
submetidas a confirmacdo da natureza protéica do antagonismo, segundo a técnica
descrita por Harris et al. (1989), com adaptacdes. Este teste objetiva verificar a
ocorréncia ou néo de interferéncia na zona de inibicdo, acarretada por enzimas
proteoliticas. Desta maneira, levando-se em consideracdo que bacteriocinas sao
substancias de carater protéico, € possivel inferir que enzimas proteoliticas degradam
bacteriocinas, e que a interrupcdo do halo no local em que a enzima esta presente indica
que a mesma degradou a substancia responsavel pela inibicdo da bactéria cariogénica.
Sabe-se que a atividade antagonista pode ocorrer em funcdo de inUmeros metabdlitos,
além das bacteriocinas, produzidos pelas bactérias como acidos organicos, que nao sao
degradados por proteases. Desta maneira, confirma-se que a natureza da inibicdo se
deu pela atuacdo de uma bacteriocina, no caso de interrup¢do do halo, ou por outro
metabolito ou mecanismo, quando o halo ndo é interrompido. Deve-se utilizar mais de
um tipo de enzima proteolitica para este teste, pois cada bacteriocina é sensivel a uma
ou mais enzimas especificas, conforme sua composicao.

Através deste teste objetivou-se a confirmacgéo da producdo de bacteriocina pelas
BAL, podendo-se inferir que este metabdlito promove, sozinho ou em conjunto com
outros metabdlitos produzidos pelas cepas, a inibicdo do micro-organismo cariogénico.

As BAL foram semeadas em caldo MRS a 37°C por 18-24 horas, em aerobiose.
Cinco aliquotas de 2 microlitros de cada cepa, com concentracao celular aproximada de
3,0 x 108 UFC . mL™ (padr&o 1 de Mc Farland), foram semeadas em placas contendo 10
mL de &gar MRS, e incubadas a 37°C por 24 horas, em anaerobiose (Anaerobac,
Probac do Brasil). Apés a incubacéao, foram feitos orificios de 3 mm de didametro no agar
a 0,5 cm de distancia de cada ‘gota’ de crescimento e adicionou-se 20 microlitros de
solucdo (20 mg . mL™) de quatro enzimas, sendo distribuidas cada uma em um orificio.
Utilizou-se as enzimas pepsina (de mucosa de estdmago suino), a-quimiotripsina (de
pancreas de bovino), proteinase K (de Tritirachium album), e tripsina (de péncreas de
bovino), todas da marca Sigma — Aldrich. Utilizou-se 20 microlitros de agua destilada
esterilizada como controle negativo. Apos 15 minutos em temperatura ambiente,
adicionou-se uma sobrecamada de 8 mL de BHI semi-sélido (0,8% de agar) contendo,

aproximadamente 1,5 x 102 UFC . mL™" (padréo 0,5 de Mc Farland) de S. mutans,
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incubando-se a 35°C por 24 horas. A natureza protéica da inibicdo foi confirmada pela
sensibilidade da substancia produzida a uma ou mais enzimas testadas. Quando a
substancia mostrou-se sensivel as enzimas, ocorreu o crescimento de S. mutans onde a
enzima foi aplicada, formando um halo em forma de meia lua em volta do isolado. No
controle negativo a zona de inibicdo permanece inalterada.

Utilizou-se como controle positivo a bactéria acido latica Lactococcus lactis subsp.
lactis DY13, por ser uma bactéria produtora de bacteriocinas e apresentar sensibilidade

comprovada a proteinase K e a-quimiotripsina.

1.3 Escolha das bactérias probiéticas com maior potencial de inibicdo de S.

mutans

Com base nos resultados obtidos nos testes de atividade antagonista e de
confirmacédo de natureza protéica da inibicdo das BAL contra S. mutans, procedeu-se a
escolha de duas das cepas, preferencialmente de géneros distintos, utilizando como
critérios as zonas de inibicdo com maior diametro e a preferéncia por cepas com

sensibilidade a pelo menos uma das enzimas testadas.

2 Culturas Utilizadas

Foram utilizadas duas culturas consideradas probioticas Lactobacillus brevis
ATCC 367 e Bifidobacterium lactis (DELVO PRO LAFTI B94 — Global Food). Foram
repicadas em agar MRS e incubadas durante 18-24 horas a 35°C, antes de serem

submetidas aos processos de microencapsulacéo e liofilizacao.

3 Producéo de biomassa das culturas probioticas

Foram preparados 20 tubos tipo falcon com capacidade para 50 mL, contendo 40
mL de caldo MRS. Para cada um dos tubos, foi transferida uma al¢cada de cultivo
probiotico, sendo incubados a 35°C durante 18-24 horas. Apos este periodo foi retirado
1 mL de um dos tubos para a contagem de células viaveis, sendo realizadas diluicbes
seriadas até 107°. Os tubos foram centrifugados por 15 minutos a velocidade de

17558,19g em centrifuga, modelo 5430R (marca Eppendorf), refrigerada a 4°C. Os
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pelets formados foram lavados duas vezes com agua esterilizada estéril, transferindo-se
todos os pelets formados para um unico tubo tipo falcon, adicionando-se cerca de 1 mL
de solucao de leite em p6 desnatado esterilizado (concentracdo de 10%), utilizado como

agente crioprotetor, apés foi homogeneizado e armazenados a -80°C.

4 Liofilizacao

Os tubos contendo as biomassas congeladas foram imediatamente levados ao
Liofilizador (L101 da marca LIOPOT), sendo submetidas as condi¢cbes de vacuo. Os
produtos foram retirados do liofilizador ap6s 48 horas de processo, sendo que as
porgOes liofilizadas de biomassa formadas foram transferidas todas para um mesmo
tubo tipo falcon, sendo armazenadas a -18°C.

4.1 Viabilidade apés a liofilizagao

Com a finalidade de certificar a viabilidade das bactérias ap6s o processo de
liofilizacdo, cada cultura liofilizada foi reidratada em 100 mL de agua destilada estéril,
utilizando-se aliquotas de 250 mg de cada uma. Novamente foram realizadas diluicbes
seriadas até 10*°, que foram plaqueadas em &gar MRS e incubadas a 37°C durante 24
horas, em condigcdo de aerobiose, no caso de L. brevis e anaerobiose (Anaerobac,
Probac do Brasil), no caso de B. lactis.

5 Microencapsulacéo

5.1 Preparacao da solucao do agente microencapsulante

Em frascos de vidro com capacidade para 200 mL, foram adicionados 100 mL de
agua destilada, 2% do polimero polivinilpirrolidona (PVP) e 5% de lactose, sendo
homogeneizados. Foram submetidos a esterilizacdo em autoclave a 121°C durante 15
minutos, e resfriados até 25°C.

Polivinilpirrolidona (PVP) foi o polimero escolhido como agente encapsulante por
apresentar alta solubilidade em agua. Quando seco o polimero encontra-se como um po,

de aspecto floculento, que é capaz de absorver quase 20 % de seu peso seco em agua.
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Quando diluido em &agua, apresenta a capacidade de formar filmes finos, o que a torna
um revestimento interessante em si préprio ou na formulacdo de revestimentos
(POLIVINILPIRROLIDONA, 2013). J4 a lactose foi escolhida em funcdo das
caracteristicas de metabolizacdo da bactéria cariogénica estudada, por ndo ser a fonte
principal de fermentagéao e por, comprovadamente, ndo acarretar em significativa perda
mineral do esmalte do dente (RIBEIRO; RIBEIRO, 2004).

5.2 Processo de microencapsulacao

A microencapsulagdo foi realizada no Laboratério de Nanotecnologia da
Universidade Federal do Pampa (Campus Uruguaiana), através do método de
atomizacao, sugerido por Grosso e Favaro-Trindade (2004).

A biomassa de cultura probidtica foi descongelada até 25°C, retirando-se uma
aliguota de 3 mL de cultivo, que foi transferida para um frasco estéril com capacidade
para 100 mL. Logo foram adicionados 50 mL de solugcdo contento os agentes
encapsulantes (2% de PVP e 5% de lactose) e procedeu-se a homogeneizacdo da
mistura.

A mistura foi conectada ao atomizador através de uma mangueira coletora, sendo
submetida ao processo de atomizacdo em Mini Spray Dryer BUCHI modelo B-290 (fig.

8), com aspiracdo a 100% e pressdo de bomba de 2 mL/ minuto (20%).
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Figura 8 - Mini Spray Dryer BUCHI modelo B-290, Laboratério de Nanotecnologia —
Universidade Federal do Pampa/ Campus Uruguaiana.

Fonte: A autora.

5.3 Rendimento da microencapsulacao

O rendimento do processo de microencapsulacdo foi calculado através da
equacao:
R=_m;x 100
(Mae + M)
Onde R é o rendimento, expresso em percentual; ms é a massa, em gramas, do
produto final da microencapsulacdo; m,. € a massa inicial, em gramas, dos agentes

encapsulantes; e m¢ € a massa inicial, em gramas, de cultura probiotica.
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5.4 Viabilidade das bactérias ap6s o processo de microencapsulacéo

Realizou-se a contagem de células viaveis, a fim de verificar se a exposicao
das culturas probidticas as condicdes do processo de atomizacdo nao alteram
significativamente sua viabilidade. Para tanto, diluiu-se 250 mg do material
microencapsulado em 100 mL de &gua destilada estéril. Foram realizadas diluicbes
seriadas até 10*°, que foram plaqueadas em &gar MRS e incubadas a 37°C durante 24
horas, em condigdo de aerobiose, no caso de L. brevis e anaerobiose (Anaerobac,
Probac do Brasil), no caso de B. lactis.

6 Microscopia Eletrénica de Varredura

A confirmacdo da formacdo das microcapsulas, bem como a analise da morfologia
foram realizadas utilizando-se o microscopio eletrénico de varredura Shimadzu modelo
SSX-550 (fig. 9), no Laboratério de Microscopia, pertencente ao Centro de Microscopia,
localizado na Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Pelotas. Realizou-
se o esfregaco do cultivo das células novas (apds 18 — 24 horas de incubacdo em MRS
a 37°C) nos proprios suportes, os quais foram secos em estufa a 40°C durante 12 horas
apos, as amostras foram fixadas em suporte metélico e recobertas com uma fina
camada de ouro. A visualizacao foi realizada em aumentos de 500 a 15000 vezes, com
voltagem de excitacdo de 10 a 15 kV. As culturas probi6ticas ndo microencapsuladas
também tiveram sua morfologia analisada, procedendo-se, , de igual maneira que para o

r‘waterial microencapsulado.
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Figura 9 - Microscoépio Eletrénico de Varredura Shimadzu modelo SSX-550 do
Laboratério de Microscopia, pertencente ao Centro de Microscopia, localizado na
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Pelotas.

Fonte: A autora.
7 Goma de mascar

A goma de mascar utilizada neste estudo foi adquirida da empresa KERVAN
GIDA SANAYI VE TICARET A.S. - Turquia, apresentando 1 cm de largura e 180 cm de
comprimento (509).

Apresenta em sua composicdo: sacarose, dextrose, acidificante, plastificante
(glicerina), corante (E171), emulsificante (lecitina de soja) e antioxidante (BHT).

A goma foi fracionada em por¢des contendo 0,95g (Fig. 10) em condi¢cdes de

esterilidade.
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Figura 10 - Gomas de mascar contendo 0,95 g, a serem utilizadas para a aplicacao de B.
lactis microencapsulada (BLE) e liofilizada (BL), e L. brevis microencapsulada (LBE) e
liofilizada (LB).

8 Estudo da viabilidade das bactérias probiéticas microencapsuladas e nao

microencapsuladas na goma de mascar

8.1 Aplicacéo das bactérias na goma de mascar

Tanto para a aplicacdo de bactérias liofilizadas quanto microencapsuladas, foi
pesado em balanca analitica, respeitando condi¢cdes de esterilidade, 0,05g de cultura,
submetendo-se a massa conhecida ao contato direto com a superficie de cada goma
(0,95¢9), de forma a obter-se uma distribuicdo homogénea em ambos os lados da goma.
Cada produto final (goma + bactérias) assumiu o peso total de 1g.

O estudo em questdo contou com 4 tratamentos definidos como:

“‘BLE” — Goma de mascar acrescida de Bifidobacterium lactis microencapsulada;

“BL” — Goma de mascar acrescida de Bifidobacterium lactis liofilizada;

“‘LBE” - Goma de mascar acrescida de Lactobacillus brevis microencapsulada;

“LB” - Goma de mascar acrescida de Lactobacillus brevis liofilizada.

Para cada tratamento realizou-se a aplicacdo das bactérias nas fracdes da goma
de mascar em triplicata, totalizando 15 fra¢des por tratamento, a serem analisadas em 5

diferentes periodos de armazenamento.
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8.2 Condi¢cdes de armazenamento

8.2.1 Embalagem

O papel couché é um papel base, que recebe uma camada de revestimento,
composto por caulim, carbonato de calcio, latex e alguns aditivos. Para gomas de
mascar comumente utiliza-se papel couché monoldcido, pois apresenta revestimento
couché brilhante em um lado e € liso no verso para evitar impermeabilidade no contacto
com a agua ou umidade (GLOSSARIO PAPEL, 2013). Ja a folha de aluminio cumpre a
funcdo de barrar fatores externos que causam deterioragdo, como 0 oxigénio, a
umidade, a luz e microorganismos. E um material atoxico, ndo-absorvente, anticorrosivo,
e € inodoro ndo permitindo a saida de odores internos, nem a entrada de odores
externos. Além disso, por estar livre de eletricidade estética, a folha de aluminio néo é
impregnada de poeira e residuos no manuseio (GUIA DO ALUMINIO, 2013).

Para as amostras dos 4 tratamentos utilizou-se embalagem primaria de papel
couché de baixa gramatura e embalagem secundaria de folha de aluminio com 20 um de
espessura, selados com adesivo. As gomas de mascar contendo as culturas probioticas

foram embaladas e armazenadas a temperatura ambiente.
8.3 Contagem de células viaveis durante o armazenamento

Os 4 tratamentos, em triplicata, foram analisados em 5 periodos distintos de
armazenamento: T1 (dia 1), T2 (dia 9), T3 (dia 17), T4 (dia 25) e T5 (dia 33).

Cada goma de mascar de 1g foi homogeneizada em 9 mL de agua peptonada
0,1% e foram realizadas diluicbes seriadas até 10°, que foram plaqueadas em agar
MRS e incubadas a 37°C durante 48 horas, em condi¢cdo de aerobiose, no caso de L.

brevis e anaerobiose (Anaerobac, Probac do Brasil), no caso de B. lactis.
8.3.1 Andlise Estatistica
Os resultados foram submetidos a analise estatistica através da verificacdo da

normalidade dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk, analise de variancia e teste de

médias, através do teste de Tukey (p<0,05), comparando a viabilidade das bactérias
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probidticas em cada tratamento com o passar dos dias de armazenamento, e em cada
periodo de armazenamento a contagem observada para cada tratamento, utilizando-se o
softwer SAS 9.2.



RESULTADOS E DISCUSSAO
1 Atividade antagonista
1.1 Definicao da concentragao de clorexidina a ser utilizada como controle
Todas as concentracdes de clorexidina mostraram-se eficientes para inibicdo de
S. mutans. Os resultados da média dos tamanhos dos halos formados pode ser

observada na tabela 2.

Tabela 2 - Média do tamanho dos halos de inibicdo (mm) das diferentes

concentracdes de clorexidina contra S. mutans.

Clorexidina Halo (mm)
2% 20,332
0,2% 18,33%
0,12% 17,00°

1/ Médias acompanhadas por letra minuscula diferente na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey(p<0,05)
comparando o tamanho dos halos para as diferentes concentragdes de clorexidina.

Através dos resultados obtidos foi possivel comprovar estatisticamente que a
clorexidina com concentracdo de 2%, encontrada nas formulagbes comerciais,
comparada a clorexidina com concentracdo de 0,12%, padrédo brasileiro, apresentaram
diferenca significativa entre si. Ja a concentracdo de 0,2%, padrao europeu, nao diferiu
significativamente de nenhuma das concentragdes testadas.

Levando em consideracdo que as formulagcbes comerciais sdo consideradas
concentradas, ou seja, os fabricantes recomendam que sejam diluidas para utilizacdo, e
que a concentracdo de 0,12%, embora ndo apresente diferenca significativa da
concentracdo de 0,2%, apresentou um diametro médio de halo inferior as demais
concentracOes testadas, optou-se por utilizar o padrdo europeu (0,2%) como padréo
deste estudo, com a finalidade de utilizar um padrdo mais rigoroso de comparagdo com
os halos de inibicdo obtidos pelos micro-organismos probidticos frente a bactéria

cariogénica.
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1.2 Atividade antagonista de bactérias acido laticas contra S. mutans

Todas as BAL testadas apresentaram atividade antagonista contra a bactéria
cariogénica. Na Tabela 3 confirma-se os diametros das zonas de inibicdo obtidos para

cada micro-organismo testado.

Tabela 3 - Média do diametro das zonas de inibicdo (mm) do controle (clorexidina) e das

BAL contra S. mutans.

Agente Antagonista Diametro da zona de inibicdo (mm)
Controle (clorexidina 0,2%) 18,33%
L. brevis 18,33
L. delbruekii subsp. Bulgaricus 16,33**
B. bifidum 12,00
B. lactis 15,00*®

1/ Médias acompanhadas por letra mindscula diferente na coluna diferem entre si pelo teste de Dunnet
(p<0,05) comparando o diametro da zona de inibicdo das BAL com o do controle (clorexidina). Médias
acompanhadas por letra mailuscula diferente na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)
comparando o didmetro da zona de inibigdo das BAL entre si.

Comparando as zonas de inibicdo obtidas pelas BAL entre si é possivel observar
gue a B. bifidum apresentou diametro significativamente inferior ao obtido por L. brevis e
L. delbruekii subsp. bulgaricus. O didametro apresentado por B.lactis nao diferiu
significativamente de nenhuma das BAL testadas, embora apresente zona de inibicdo
inferior as obtidas por bactérias do género Lactobacillus, apresentou o maior diametro
entre as bactérias do género Bifidobacterium testadas.

Quando utiliza-se o diametro obtido pela clorexidina como controle de inibigc&o,
apenas a zona de inibicdo obtida por B. bifidum apresentou valor significativamente
inferior ao controle positivo e as demais BAL testadas. Todas as demais bactérias nédo
apresentaram diferenca significativa do diametro das zonas de inibicdo quando
comparadas entre si, nem quando comparadas com o controle, destacando-se que o L.
brevis apresentou a mesma eficiéncia de atividade antagonista da clorexidina. Desta
forma, exceto a B. bifidum, todas as demais bactérias apresentam potencial de inibicao
significativo contra S. mutans.

Estudos in vivo realizados por Petti et al. (2001) apresentaram resultados

by

similares a presente pesquisa, mostrando que um iogurte contendo L. bulgaricus
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ingerido durante 8 meses por um determinado grupo de pessoas, provocou a reducao de
S. mutans na cavidade oral. Aloha et al. (2002) observaram grande diminuicdo de S.
mutans nos niveis salivares apdés a administracdo de queijo contendo L. rhamnosus, por
um curto periodo de tempo. Caglar et al. (2008) também verificaram a diminui¢cdo de S.
mutans nos niveis salivares ap0s ministrar, por curto periodo de tempo, pastilhas
contendo L. reuteri.

Desta maneira, € possivel inferir que, uma vez comprovada a atividade
antagonista significativa de BAL contra bactérias cariogénicas, como é o caso do S.
mutans, surge uma nova perspectiva de pesquisa, levantando-se a hipétese de que
estas bactérias quando aplicadas em alimentos, ministrados com frequéncia em
guantidades adequadas, podem atuar beneficamente sobre a microbiota da cavidade

oral, retardando o processo de formacao de caries.

1.3 Confirmacéao da atividade bacteriocinogénica

Considerando que todas as BAL testadas apresentaram atividade antagonista
frente & S. mutans, todas foram submetidas a verificagdo da natureza protéica da
atividade antagonista. Segundo Moraes et al. (2010) este teste deve ser realizado com o
intuito de verificar a natureza da(s) substancia(s) responsavel(is) pela inibicdo através da
utilizacdo de enzimas proteoliticas. Uma vez que seja verificada sensibilidade da
substancia antimicrobiana a uma protease, é possivel inferir que a natureza da inibicdo é
protéica. Desta maneira sabe-se que a bactéria produz o composto denominado
bacteriocina.

Todas as bactérias testadas apresentaram sensibilidade a pelo menos uma das
proteases testadas. A tabela 4 apresenta os resultados obtidos no teste de verificacao

da natureza protéica da atividade antagonista das BAL frente a S. mutans.



53

Tabela 4 - Verificagdo da natureza da atividade antagonista das BAL e do controle
positivo (Lactococcus lactis) através da sensibilidade as enzimas proteoliticas (pepsina,

a-quimiotripsina, proteinase K e tripsina).

BAL Pepsina  a-quimiotripsina Proteinase K Tripsina
Lactococcus lactis - + + -
L. brevis - + + +
L. delbruekii subsp. - + - +
Bulgaricus
B. bifidum - + - -
B. lactis - + + +

Através dos resultados obtidos é possivel inferir que todas as bactérias testadas
no presente estudo sdo produtoras de bacteriocinas, e que estas sozinhas ou em
conjunto com outras substancias de natureza ndo-protéica produzidas pelas cepas
acarretam na atividade inibitéria da bactéria cariogénica. 100% (4) das BAL testadas
apresentaram resisténcia a pepsina, 100% (4) demonstrou sensibilidade a a-
quimiotripsina, 50% (2) mostrou-se sensivel a proteinase K e 75% (3) a tripsina. Arauz et
al. (2009) sugere que a verificacdo de sensibilidade a mais de uma enzima proteolitica
indica a producdo de mais uma bacteriocina pela cepa testada, exaltando a necessidade
da utilizacdo de varias proteases ao realizar o teste de verificacdo de natureza protéica
do antagonismo, visto que cada bacteriocina, em funcdo dos diferentes peptideos que
compdem sua estrutura, apresenta sensibilidade a proteases especificas.

Ortolani (2009) testou a sensibilidade a enzimas proteoliticas de 58 bactérias
acido laticas isoladas de leite cru e queijo Minas frescal com atividade antagonista contra
Listeria monocytogenes, onde 3 isolados ndo propiciaram a observacéo de sensibilidade
a nenhuma enzima e todos os demais 55 isolados apresentaram sensibilidade a pelo
menos uma das proteases testadas e 100% de resisténcia a pepsina, 0 que vai de
encontro ao presente estudo. Estudos realizados por Schittler (2012) confirmaram
atividade antagonista anti-Listeria de natureza protéica de 28 BAL isoladas de leite in
natura da regido oeste de Santa Catarina.

Estudos realizados por Tukel et al. (2007) propiciaram comprovar que a cepa de
Lactococcus lactis subsp. lactis MC 38 é produtora de bacteriocina, através da

verificacdo de sensibilidade a a-quimiotripsina e proteinase K. Ja Marguet et al. (2011)
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virificaram atividade antagonista de isolados identificados como Enterococcus
mundti Tw 56 e Lactococcus lactissubsp. lactis Tw 34  contra  Listeria
monocytogenes ATCC 7644 ou L. innocua ATCC 33090, observando sensibilidade a
tripsina e resisténcia a lisozima, lipase e catalase de ambas as bactérias testadas.
Levando em consideragcdo que todas as bactérias testadas, no presente estudo,
apresentaram atividade antagonista e sensibilidade a pelo menos uma das enzimas
proteoliticas testadas, confirmando producéo de bacteriocina e sua influéncia na inibicao
de S. mutans, optou-se pela escolha de duas bactérias, sendo uma do género
Lactobacillus e uma do género Bifidobacterium, utilizando-se como critério os maiores
didmetros das zonas de inibicdo. Desta maneira, as cepas de L. brevis e B. lactis foram
escolhidas por apresentarem significativo potencial de inibicdo contra S. mutans. A figura
11 permite a visualizacéo das zonas de inibicdo formadas pelas bactérias escolhidas em

comparacao com o controle positivo (clorexidina 0,2%).

CLOREXIDINA 0,2%

Figura 11 - Zonas de inibicdo contra S. mutans formadas por B. lactis (=15 mm),

clorexidina 0,2% (anti-séptico bucal) (=18,33 mm) e L. brevis (=18,33 mm).

A opcao por trabalhar L. brevis e B. lactis é particularmente interessante, uma vez
que se tratam de bactérias potencialmente probitticas. Além de poder acarretar na
inibicdo de S. mutans, que possivelmente contribuird com a diminuicdo da microbiota
cariogénica na cavidade bucal, essas bactérias sdo capazes de propiciar outros efeitos

benéficos a saude.

2 Viabilidade das culturas apos a liofilizacéo

Apés serem submetidas ao processo de liofilizagdo, a contagem de células

viaveis das bactérias probidticas demonstrou que o0 processo ndo altera
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significativamente a viabilidade de L. brevis nem de B. lactis, como pode ser observado

na tabela 5.

Tabela 5 - Média da contagem de células vidveis de L.brevis e B. lactis antes e ap0s o

processo de liofilizagao.

Contagem antes da Contagem apo0s
Bactérias Probidticas liofilizacao a liofilizacéo
(Log UFC . mL™) (Log UFC . mL™)
L. brevis 9,16% 9,162
B. lactis 9,60% 9,572

1/ Médias acompanhadas por letra minuscula diferente na coluna diferem entre si pelo teste T (p<0,05) comparando
a viabilidade de cada uma das bactérias antes e apds o processo de liofilizagdo.

bY

No caso de L. brevis a contagem manteve-se idéntica a contagem inicial,
enquanto B. lactis apresentou uma variacdo extremamente pequena na contagem de
células vidveis, ndo havendo diferenca significativa. Isto demonstra que o processo ndo
afeta a viabilidade de nenhuma das bactérias probidticas submetidas a tais condi¢des.

De maneira geral, a liofilizacdo € amplamente utilizada para a conservacao de
micro-organismos, embora uma minoria ndo apresente bons resultados perante o
processo. Tal fato pode ser observado através dos resultados obtidos na pesquisa
realizada por Farias e Magalhdes (2009), que avaliaram a viabilidade de 18 culturas
pertencentes ao género Geotrichum apds o processo de liofilizacdo e verificaram a

inviabilidade de 4 delas, em contraponto as outras 14 que mantiveram-se viaveis.

3 Microencapsulacao

As cepas de L. brevis e B. lactis foram submetidas ao processo de
microencapsulacdo através de atomizacdo, utilizando solugdo com 2% de
polivinipirrolidona e 5% de lactose como agente encapsulante. Para tanto, foram
produzidas biomassas de ambas as bactérias, apresentando apos 18-24 horas de
incubacdo a 35°C uma contagem de células vidveis equivalente a 9,38 Log UFC . mL™

para L. brevis e 9,26 Log UFC . mL™ para B. lactis.
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Por se tratar de diferentes cepas bacterianas, foi possivel observar diferencas nas

variaveis durante o processo de microencapsulacéo:

- L. brevis

Temperatura de entrada da solugéo: 90°C

Temperatura de saida (material microencapsulado): 50°C
Press&o da bomba: 2 mL . min.*

Aspiracao: 100%

Massa de polivinilpirrolidona: 1,046 g

Massa de lactose: 4,997 g

Massa de cultura bacteriana: 3, 00g

Volume de agua: 50 mL

Massa final (material microencapsulado): 2,17 g

- B. lactis

Temperatura de entrada da solugéo: 90°C

Temperatura de saida (material microencapsulado): 64°C
Presséo da bomba: 2 mL . min.*

Aspiracdo: 100%

Massa de polivinilpirrolidona: 1, 065g

Massa de lactose: 4,998 g

Massa de cultura bacteriana: 3, 00g

Volume de agua: 50 mL

Massa final (material microencapsulado): 2,34 g

Ao final do processo de microencapsulacéo obteve-se um produto branco, inodoro
na forma de po extremamente fino (Fig. 12).
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L. brevis

Figura 12 - Produto final da microencapsulacéo por atomizacao de L. brevis e B. lactis
utilizando solucéo de 2% de polivinipirrolidona e 5% de lactose como agente
encapsulante.

Fonte: A autora.

3.1 Rendimento da microencapsulacao

A massa do produto final da microencapsulacdo para cada 50 mL de solucéo
(agentes encapsulantes + biomassa bacteriana) de L. brevis foi de 2,17 g, enquanto de
B. lactis foi de 2,34 g. A partir desses valores foi possivel calcular o percentual de
rendimento do processo para cada uma das cepas probibticas.

- L. brevis

R= 2,17 g x 100
(1,046 g + 4,997 g) + 3,00 g

23,996% = 24%

- B. lactis

R= 2,34 g x 100
(1,065g +4,998 g) + 3,00 g

25,819% = 25,8%

Embora tenha sido observado um rendimento maior do processo para B. lactis

(25,8%) quando comparado a L. brevis (24%), & possivel verificar uma diferenca
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consideravelmente pequena entre as bactérias, correspondendo a 1,8% de rendimento a
mais no caso de B. lactis.

Rapacci e Dellani (2006) realizaram o processo de microencapsulacdo de
Lactobacillus acidophilus (La-5), Streptococcus thermophilus e Lactobacillus subsp.
bulgaricus (YC-X11), Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium spp. e Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus (ABT-4), com goma acacia pelo processo de atomizacao,
verificando percentuais de rendimento da microencapsulacado que variaram de 2,43% a
4,70%, valores estes, bastante inferiores aos obtidos neste estudo.

Hamim Neto (2012) avaliou o percentual de rendimento do processo de
microencapsulacdo por atomizacdo da peptidase produzida pelo fungo Eupenicillium
javanicum, em fermentacdo em estado sélido, variando condicbes de processo que
incluem vazado de alimentacdo, propor¢cdo de extrato bruto/ adjuvante e temperatura,
encontrando valores de rendimento superiores aos encontrados no presente estudo,
variando de 32,58% a 66,12%.

3.2 Viabilidade das bactérias ap6s o processo de microencapsulacao

Apbs o processo de microencapsulacao pelo método de atomizagédo as bactérias
probiéticas apresentaram contagem de células viaveis de 9,36 Log UFC . mL™ para L.
brevis e 9,18 Log UFC . mL™ para B. lactis, ndo apresentando diferenca significativa,

como pode ser observado na tabela 6.

Tabela 6 - Média da contagem de células viaveis de L.brevis e B. lactis antes e apds o

processo de microencapsulacao pelo processo de atomizacao.

Contagem antes da Contagem apos a
Bactérias Probidticas microencapsulacao microencapsulacao
(Log UFC . mL™) (Log UFC . mL™)
L. brevis 9,38° 9,362
B. lactis 9,26° 9,182

1/ Médias acompanhadas por letra minuscula diferente na coluna diferem entre si pelo teste T (p<0,05) comparando
a viabilidade de cada uma das bactérias antes e apds o processo de microencapsulacao .
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Diante de tais resultados, verificou-se que o processo de atomizagdo pode ser
utilizado para a microencapsulacdo destas bactérias probiodticas, haja vista que sua
viabilidade néo é alterada durante o processo. Villena et al. (2009) cita que além de ser
um processo simples, a atomizacéo é apropriada para a microencapsulacdo de materiais
e micro-organismos termosensiveis, em funcéo do curto periodo de tempo em que sao
expostos a temperaturas elevadas.

Estudos realizados por ZHAO et al. (2008), demonstram resultados contrarios a
este estudo, visto que apds a microencapsulacdo de L. acidophilus por atomizagdo com
B-ciclodextrina e goma acacia, observaram a reducéo de 1,2 a 2,4 Log na viabilidade do
micro-organismo. Este resultado pode se dever ao fato de que existem grandes
variagbes quanto a habilidade de sobrevivéncia de diferentes géneros e espécies
bacterianas ao processo (GOLOWCZYC et al., 2010).

Castro-Cislaghi et al. (2012) realizaram a microencapsulacao de Bifidobacterium
Bb-12 pelo mesmo método, utilizando como agentes encapsulantes goma arabica e soro
de leite, separadamente, obtendo resultados que diferem do presente trabalho. Antes do
processo a contagem de células viaveis girava em torno de 10,13 Log UFC g™, quando
utilizaram goma arébica como agente encapsulante, e 10,28 Log UFC g, no caso da
utilizacdo de soro de leite. Apdés o processo, 0s autores verificaram um declinio
significativo na viabilidade de aproximadamente 1,62 Log UFC g*e 0,94 Log UFC g™,
guando microencapsulados com goma ardbica e soro de leite, respectivamente,
comprovado estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05). SUNNY-ROBERTS e
KNORR (2009) sugerem que a viabilidade de bactérias microencapsuladas por

atomizacdao é diretamente influenciada pelo agente encapsulante utilizado.
4 Microscopia Eletrénica de Varredura

Segundo Wang et al. (2011) a microscopia eletrbnica de varredura € um método
qualitativo eficiente para a confirmac¢do da microencapsulacdo de uma substancia ou de
um micro-organismo, que permite uma analise rapida e direta da eficiéncia do processo.
Através desta técnica € possivel levantar informacdes sobre as caracteristicas
morfolégicas das microcapsulas, como formato e tamanho do material formado, além da

presenca de poros e fissuras.
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Foi possivel observar a formagdo das microcdpsulas para ambas as bactérias
submetidas ao processo de atomizacéo (fig. 13 B e C; fig. 14 B e C). Em ambos os
casos verificou-se a formacdo de produtos de forma arredondada, com superficie
desuniforme e aspecto enrugado, com tamanhos variaveis de 1pum a 15um.
Considerando que bactérias pertencentes ao género Bifidobacterium apresentam
tamanho que pode variar entre 2 e 8 um (OLMOS, 2006; SOLANO-AGUILAR et al.,
2008) e pertencentes ao género Lactobacillus variam entre 0,7 e 4 um (AXELSON, 1998)
€ possivel que algumas das microcapsulas formadas ndo contenham em seu interior
células bacterianas, uma vez que podem apresentar tamanho inferior ao de uma célula
ndo microencapsulada. Nao foram observados poros nem fissuras nas microcapsulas
formadas em nenhum dos casos.

Resultados bastante parecidos foram obtidos por Oliveira (2006) ao avaliar a
morfologia das microcapsulas contendo L. acidophilus e B. lactis, obtidas por
coacervacdo e secas em atomizador, utilizando pectina e caseina como agentes
encapsulantes, as quais apresentaram formato arredondado, com concavidades, sem
poros ou rachaduras, e paredes continuas, porém rugosas.

Microesferas com caracteristicas em comum foram encontradas por Muller (2011)
ao analisar os aspectos morfolégicos, obtidos por MEV, das microesferas com 6leo
essencial de laranja, de amido modificado e maltodextrina encapsulados por atomizagéao,
observando auséncia de fissuras, indicando a formacéo de um filme continuo na parede
externa das microesferas, e tamanho em torno de 15um.

Assim como as microcapsulas as células bacterianas, em ambos o0s casos,
apresentaram-se em diferentes tamanhos, verificando-se maior uniformidade para L.

brevis (Fig. 13 A), quando comparadas as células de B. lactis (Fig. 14 A).
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Figura 13 - Micrografias de MEV (Laboratério de Microscopia/Centro de
Microscopia/Faculdade de Odontologia/ UFPel.) de L. brevis antes e apos
microencapsulacdo por atomizacdo com polivinilpirrolidona e lactose como agentes
encapsulantes: A (x 10000) — células livres (ndo microencapsuladas); B (x 1000) e C (x
5000) — microcapsulas.
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Figura 14: Micrografias de MEV (Laboratorio de Microscopia/Centro de
Microscopia/Faculdade de Odontologia/ UFPel) de B. lactis antes e apos
microencapsulagéo por atomizagdo com pvp e lactose como agentes encapsulantes: A
(x 10000) — células livres (ndo microencapsuladas); B (x 1000) e C (x 5000) —

microcapsulas.
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5 Estudo da viabilidade das bactérias probidticas microencapsuladas e néo

microencapsuladas na goma de mascar

As bactérias probidticas submetidas ao processo de microencapsulacao
demonstraram comportamento bastante semelhante, em relacdo a viabilidade das
células com o passar do periodo de armazenamento. Ja as bactérias aplicadas na goma
na forma livre demonstraram diferenca de comportamento, podendo-se observar através
dos resultados apresentados na tabela 7. Todos os tratamentos foram analisados em 5

diferentes periodos, a cada 8 dias, totalizando 33 dias de armazenamento.

Tabela 7 - Médias das contagens de células viaveis de B. lactis microencapsulada (BLE)
e livre (BL) e L.brevis microencapsulada (LBE) e livre (LB) durante o periodo de

armazenamento de 33 dias, analisada em 5 tempos distintos.

Contagem BLE  Contagem BL  Contagem LBE  Contagem LB
(Log UFC.mL™") (Log UFC.mL™?) (Log UFC.mL?%) (Log UFC.mL™)

T1 (dia 1) 9,18bA 9,57aA 9,36bA 9,16bA
T2 (dia 9) 8,36¢B 2,0dB 8,91aB 8,62bB
T3 (dia 17) 8,37aB 1,15bB 8,73aBC 8,65aB
T4 (dia 25) 8,27cB < 1,0dB 8,76aBC 8,64bB
T5 (dia 33) 8,19aB < 1,0bB 8,45aC 8,56aB

1/ Médias acompanhadas por letra mindscula diferente na linha diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05) comparando dentro de cada tempo a contagem de células viaveis obida em cada tratamento.
Médias acompanhadas por letra mailscula diferente na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05) comparando dentro de cada tratamento a contagem de células viaveis no decorrer do periodo de
armazenamento.

Para B. lactis aplicada microencapsulada na goma de mascar, observou-se um
declino significativo na viabilidade das células entre os dias 1 e 9, verificando-se a
diminuicdo de quase 1 ciclo logaritmico dentro desse periodo. Esta diferenca nédo foi
verificada nos demais tempos analisados, visto que a viabilidade se manteve estavel,
atingindo o 33° dia com contagem média de 8,19 Log UFC . mL™. Comportamento
semelhante foi observado no caso de L. brevis microencapsulada, onde foi verificado
também uma queda significativa da viabilidade dentro do periodo que envolve os 2
primeiros tempos de andlise. Neste caso, apenas a contagem obtida no T5 mostrou-se

significativamente inferior aos periodos T1 e T2. Os valores encontrados em T3 e T4
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mostraram-se significativamente menores quando comparados a T1, porém ndo
apresentaram diferenca quando comparados a T2 e T5. Apesar das variagcdes na
viabilidade apresentadas pelas bactérias probidticas microencapsuladas, ambas
atingiram os 33 dias de armazenamento com contagens superiores a 8 Log UFC . mL™,
sendo esta uma viabilidade elevada e desejavel em se tratando de alimentos probidticos.
Este fato, permite inferir que 0s agentes encapsulantes utilizados, bem como o processo
de microencapsulacao utilizados, mostraram-se adequados para a manutengdo da
viabilidade tanto de L. brevis quanto B. lactis.

No caso de B. lactis aplicada sem o processo de microencapsulagéo, ou seja,
liofilizada, na goma de mascar, verificou-se um declinio quase total da viabilidade das
bactérias. Logo nos primeiros dias de armazenamento foi observado um declinio
significativo, superior a 6 ciclos logaritmicos. Embora ndo tenha apresentado diferenca
significativa, a viabilidade continuou a diminuir dentro de todos os periodos de
armazenamento, atingindo os 33 dias com contagem < 1,0 Log UFC . mL™. Com isso,
nota-se que a bactéria aplicada na forma livre ndo apresenta capacidade de resistir as
condi¢cBes da goma de mascar, sendo eficiente sua microencapsulacdo quando desejar-
se aplica-la neste tipo de produto, visando sua atividade probiética. Segundo Homayouni
et al. (2008), de maneira geral, células bacterianas protegidas por microencapsulas
levam tempo maior para apresentar diminuicdo substancial da viabilidade quando
expostas as diferentes condi¢des.

Quando aplicado na forma livre na goma, L. brevis apresenta comportamento
diferente significativamente de B. lactis. Embora também tenha sido observada uma
diminuicdo significativa da viabilidade entre o 1° e o 9° dia de armazenamento, esta
gueda mostrou-se inferior a 1 ciclo logaritmico, e a contagem de células viaveis
manteve-se estavel nos demais tempos analisados, apresentando a maior contagem
final entre todos os tratamentos testados, embora n&o seja verificada diferenca
significativa quando comparada a BLE e LBE.

Dentro de cada tempo analisado foram verificadas diferencas de contagens entre
os tratamentos, destacando-se que B. lactis livre apresentou contagem
significativamente superior aos demais tratamentos em T1, e a partir de T2 decaiu
significativamente, mantendo-se sempre inferior aos demais tratamentos, até T5. As
bactérias microencapsuladas, bem como L. brevis aplicados na forma livre néo

apresentaram diferenca significativa na contagem final, demonstrando viabilidade
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satisfatoria, dentro do periodo de armazenamento estudado, para aplicacdo em goma de
mascatr.

Levando em consideracdo que a contagem final de LBE e LB né&o deferiu
significativamente, pode-se inferir que para a aplicacdo em goma de mascar, a ser
consumida dentro do periodo de 33 dias, ndo se faz necessaria a microencapsulagéo de
L. brevis, haja vista que a utilizacdo de agentes encapsulantes em conjunto com o
processo de microencapsulacdo representam custos, considerados desnecessarios
guando objetivam manter a viabilidade da bactéria.

Estudos realizados por Grosso e Favaro-Trindade (2004) avaliaram a estabilidade
de Bifidobacterium lactis (Bb-12) e de Lactobacillus acidophilus (La-05) nas formas livre
e imobilizada em alginato de célcio, em leite e leite acidificado, e a estabilidade de B.
lactis imobilizado em iogurte, durante 28 dias de estocagem refrigerada. Diferente do
presente estudo, os autores observaram uma taxa de sobrevivéncia adequada de B.
lactis, tanto na forma livre quanto imobilizada, havendo a reducdo de apenas 1 ciclo
logaritmico ap6s 21 dias de estocagem refrigerada, observando o mesmo
comportamento em Lactobacillus acidophilus. Além disso, o numero de células viaveis
de B. lactis imobilizado mostrou um declinio gradual durante o periodo de
armazenamento do iogurte. Estes resultados demonstram que a B. lactis apresenta
comportamentos variaveis dependendo do alimento em que for aplicada. A menor
viabilidade verificada no caso da bactéria imobilizada pode ter sido resultante de um ou
mais fatores, como o processo de microencapsulacao utilizado, o agente encapsulante
ou até mesmo a alguma reacdo das capsulas com alguma substancia presente no
alimento. O mesmo néo foi observado para L. brevis, caso em que a microencapsulacao
nao atua como uma solucédo da manutencao da viabilidade do micro-organismo.

Ja Lorenz (2009) realizou a microencapsulacdo de L. acidophilus (LA-5) pelos
métodos de atomizacdo e emulsificacdo, estudando a viabilidade da bactéria aplicada
em sorvete na forma livre e comparando com as microcapsulas obtidas por diferentes
processos. Nesse caso, a microencapsulacdo melhorou significativamente a
sobrevivéncia da bactéria probiética, quando comparada com a bactéria livre, apés 12
semanas de estocagem dos sorvetes a -18 + 2°C. O que vai de encontro aos resultados
obtidos para B. lactis neste estudo, quando aplicadas em goma de mascar.

Um fator importante que contribui para a manutencdo da viabilidade das células

7

no alimento €& a utlizagdo de embalagem adequada visto que objetiva proteger o
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alimento das condi¢cdes externas do ambiente. Desta maneira, € possivel que a
utilizacdo de embalagem primaria (papel couché) e secundéria (folha de aluminio)
podem ter influenciado positivamente os resultados obtidos neste estudo. A figura 15
apresenta as gomas de mascar utilizadas neste estudo, devidamente embaladas e

identificadas.

Figura 15 - Gomas de mascar com a aplicacdo de B. lactis microencapsulada (BLE) e
liofilizada (BL), e L. brevis microencapsulada (LBE) e liofilizada (LB), embaladas com

papel couché e folha de aluminio, fechadas com adesivo.

Em funcdo das elevadas contagens de células viaveis de B. lactis
microencapsulada e L. brevis livre quanto microencapsulada durante o periodo de
armazenamento, verificou-se que a goma de mascar € um veiculo passivel de aplicacao
de bactérias probioticas, possibilitando a manutencdo das condi¢cdes necessarias para

gue as mesmas possam desempenhar papel funcional, quando ingeridas.



CONCLUSAO

Através da pesquisa realizada, foi possivel concluir:

e L. brevis ATCC 367 e B. lactis (DELVO PRO LAFTI B94 — Global Food) séo
bactérias probioticas produtoras de bacteriocinas que apresentam a
capacidade de inibicdo in vitro de S. mutans UA 159 (ATCC 700610)
comparavel ao anti-séptico bucal clorexidina 0,2%.

A microencapsulacdo por atomizacado, utilizando polivinilpirrolidona e lactose
como agentes encapsulantes, de L. brevis ATCC 367 e B. lactis (DELVO PRO
LAFTI B94 — Global Food) é eficiente visto que a formacédo das microcapsulas
pdde ser comprovada através da MEV e o0 processo nao alterou a viabilidade
das bactérias, mantendo-as com contagens superiores a 8 Log UFC . mL™
durante 33 dias de armazenamento, quando aplicadas em goma de mascar.

L. brevis ATCC 367 aplicada em goma de mascar na forma livre apresentou-se
vidvel dentro do prazo de 33 dias. Ja B. lactis (DELVO PRO LAFTI B94 — Global
Food), quando submetida as mesmas condi¢cdes, apresentou declinio
significativo da viabilidade nos primeiros 9 dias de armazenamento, o que
demonstra a necessidade da microencapsulacdo quando objetiva-se aplicar em
goma de mascar.



CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo obteve resultados que facilitardo pesquisas posteriores,
levantando a possibilidade da realizacdo de estudos in vivo que visem
verificar se L. brevis ou B. lactis em goma de mascar é capaz de inibir S.
mutans na cavidade oral.
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