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RESUMO GERAL

A utilizacdo de microrganismos probioticos para a manutengdo da satde bucal tem despertado
0 interesse da comunidade cientifica, tendo em vista que estudos indicam que tais
microrganismos podem conferir beneficios como: atividade anticariogénica, tratamento de
doencas periodentais e halitose, e redugdo na populagdo de microrganismos patogénicos
relacionados a patologias bucais. Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi o
desenvolvimento e a caracterizagdo de uma pastilha alimenticia diet contendo o
microrganismo Enterococcus faecium CRL 183 e a avaliagdo do potencial da referida cepa
probidtica em sobreviver em saliva humana e inibir a multiplicacdo da cepa patogénica
Streptococcus mutans ATCC 25175. O microrganismo E. faecium CRL 183 foi
microencapsulado por extrusdo e coacervagdo em matriz complexa. A técnica de coacervacao
complexa apresentou o melhor desempenho em relacdo a manutencéo da viabilidade durante
0 periodo de armazenamento a temperatura ambiente (23°C), sendo selecionada para a
producdo das pastilhas potencialmente probidticas. As pastilhas foram processadas em trés
tratamentos: PC — pastilha controle, sem adi¢cdo do probiodtico; PPP1 — com adicdo do
microrganismo probidtico e PPP2 — pastilha com adicdo do microrganismo probiotico e de
inulina (prebidtico). Analises microbiologicas (viabilidade e seguranca), fisico-quimicas
(umidade, atividade de agua, pH e cor) e sensoriais (testes de aceitacdo e intengdo de compra)
foram conduzidas no tempo inicial e ao longo do tempo de estocagem. A sobrevivéncia do
probidtico a saliva e a inibicdo da multiplicacdo da cepa patogénica, foram avaliadas através
da inoculacdo da cepa pura e das pastilnas em saliva e da técnica de difusdo em pocos,
respectivamente. A cepa de E. faecium teve sua viabilidade reduzida (p<0,05) imediatamente
apos a producdo das pastilhas e durante o tempo de armazenamento a temperatura ambiente,
em ambos os tratamentos PPP1 e PPP2. Na etapa de analise sensorial, as pastilhas
apresentaram medias de aceitacdo superiores a seis para 0s atributos aroma, textura e
impressdo global, sem diferirem significativamente entre si (p<0,05). A adi¢do da cepa
probidtica e da substancia prebidtica reduziu a aceitacdo do produto em relacdo a aparéncia e
cor e melhorou a impressdo dos consumidores em relagdo ao sabor. As analises fisico-
quimicas revelaram que as formulacGes PC, PPP1 e PPP2 ndo diferiram entre si em relacdo
aos parametros fisico-quimicos avaliados, com excecdo do parametro cor. Todos o0s

tratamentos apresentaram caracteristicas microbioldgicas adequadas durante os 28 dias de
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estudo. A cepa E. faecium CRL 183 inoculada em saliva humana na forma de pastilhas e de
celulas livres teve sua populagdo de células vidveis aumentada apds 24 horas de incubagdo. O
teste de difusdo em pogos evidenciou que a cepa probiotica foi capaz de inibir a multiplicacdo
de S. mutans ATCC 25175 nas condic¢des do estudo. Os resultados obtidos indicam que a
associacdo do probidtico com inulina melhorou a aceitacdo do produto em relacdo ao atributo
sabor e que a cepa probidtica sobrevive a saliva humana e apresenta potencial para inibir a
multiplicacdo do microrganismo causador de carie dental — S. mutans ATCC 25175. No
entanto, a queda brusca da viabilidade da cepa probidtica durante o armazenamento das
pastilhas, indica a necessidade de aprimoramento do processo de obtencdo das mesmas, além

de adequacdo da embalagem utilizada a matriz alimenticia.

Palavras chave: Enterococcus faecium, analise sensorial, probiotico, pastilha.
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GENERAL ABSTRACT

The interest in the local effect of probiotic microorganisms is increasing among the scientific
community, since studies have indicated that such microorganisms can present anticariogenic
activity, help on the treatment of periodontal and halitosis diseases, and reduction in the
population of pathogenic microorganisms associated to oral pathologies. The main purpose of
this study was the development and characterization of a diet lozenge containing the probiotic
strain Enterococcus faecium CRL 183. Its potential of surviving in the human saliva
environment and the inhibition of the pathogenetic strain Streptococcus mutans ATCC 25175,
were also evaluated. The probiotic strain E. faecium CRL 183 was microencapsulated through
the extrusion and complex coacervation techniques. The last one was selected to the next step
of the study (lozenges production), as it showed the best performance in comparison to the
extrusion technique, regarding viability maintenance during the storage period at room
temperature (23°C). The lozenges were produced through three different treatments: PC —
control formulation, without the probiotic; PPP1 — probiotic formulation; PPP2 — probiotic
formulation with inulin addition. Microbiologic (viability and security), physicochemical
(moisture, water activity, pH and color) and sensorial (acceptance and purchase intention)
analyses were conducted during the storage period. The probiotic survival to human saliva
was evaluated through inoculation of the pure probiotic strain and the probiotic lozenges in
saliva. The agar diffusion technique was used to evaluate the E. faecium CRL 183 inhibition
potential against the pathogenic strain, S. mutans ATCC 25175. The probiotic strain had the
viability decreased after the lozenges production and also during the storage period at room
temperature for the PPP1 and PPP2 treatments. At sensorial analysis, lozenges showed
acceptance averages higher than 6 to flavor, texture and global impression attributes, with no
significant difference among then (p<0,05). The addition of the probiotic strain and the
prebiotic ingredient reduced the product acceptance regarding appearance and color and
improved the flavor impression. The physicochemical analysis revealed that the formulations
PC, PPP1 and PPP2 did not differ among themselves concerning the parameters evaluated,
except for color. The microbiologic results obtained during the storage were appropriated to
the confectionery category. The E. faecium strain inoculated in saliva as lozenges and as free
cells had the cell viability increased after 24 h of incubation. The diffusion test showed that
the probiotic strain was able to inhibit the growth of S. mutans ATCC 25175 in the study
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conditions. The results suggested that the association of probiotic microorganism and inulin
improved the acceptance of the product, in relation to the flavor attribute, and that the
probiotic strain survived in the human saliva and has potential to inhibit the multiplication of
dental caries-causing organism — S. mutans ATCC 25175. However, the drastic viability
reduction during the storage period indicates the necessity of a process refinement and also
the adjustment of the packaging to food matrix.

Keywords: Enterococcus faecium, sensorial analysis, probiotic, lozenges.
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INTRODUCAO

Probidticos sdo definidos como microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a satde do hospedeiro (FAO/WHO, 2001; HILL
etal., 2014).

H& inumeros efeitos benéficos proporcionados pelos probidticos que podem ser
citados, entre eles: alivio dos sintomas causados pela intolerancia a lactose, tratamento de
diarréias, reducdo do colesterol sérico, modulacdo da resposta imune e prevencdo de doencas
infecciosas (CAVALLINI et al., 2013; CELIBERTO et al., 2013; KALE-PRADHAM et al.,
2010; SAAVENDRA, 2001). Merecem destaque os efeitos relacionados a saude bucal, tema
que tem estimulado novas pesquisas nos ultimos anos. Estudos indicam importantes
beneficios dos probidticos para a cavidade oral, como potencial anticariogénico, tratamento de
doencas periodentais e halitose e reducdo da populacdo de microrganismos envolvidos em
patologias bucais (HAUKIOJA, 2010).

O microrganismo probidtico pode ser administrado como suplemento, em formas
farmacéuticas, ou ser incorporado a diferentes alimentos fermentados ou ndo. Para ser
considerado probidtico, o alimento deve apresentar uma populacdo de células viaveis entre
10® a 10° unidades formadoras de colonias (UFC) na recomendacéo diéria do produto pronto
para o consumo, conforme indicacdo do fabricante (ANVISA, 2008). Além disso, €
indispensavel que a cepa probidtica ndo sO apresente seguranca para 0 consumo humano
(FAO/WHO, 2002), mas que também resista as condi¢Ges adversas, tais como variacdes de
pH e temperatura e exposicdo ao oxigénio, tanto durante o processamento tecnoldgico e
periodo de estocagem, como durante o transito gastrintestinal (FOLIGNE et al., 2013). E
dentro desse contexto que reside o desafio para a maioria dos pesquisadores, tendo em vista
gue 0s microrganismos probidticos podem apresentar sensibilidade a tais condi¢des adversas

citadas, sendo essa caracteristica cepa dependente.

A microencapsulacdo — técnica que permite recobrir diferentes particulas, formando
microcapsulas - constitui uma alternativa para melhorar a resisténcia e preservar a viabilidade
dos microrganismos probidticos durante as diferentes etapas de processamento, estocagem e
passagem pelo trato gastrintestinal (FAVARO-TRINDADE, 2011).
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Também € importante ressaltar que a maior parte dos alimentos contendo
microrganismos probidticos é de derivados lacteos fermentados, j& que estudos indicam que
essa é a matriz mais adequada a veiculacdo de tais microrganismos (ERKKILA et al., 2001;
POSSEMIERS et al., 2010). Documentos historicos relatam que, desde muitos séculos atrés,
0s probidticos j& faziam parte da dieta de diversos povos, na forma de alimentos ou bebidas
tradicionais fermentadas (KUMAR et al.; 2015). No entanto, nos dias atuais, existe uma
tendéncia mundial a diversificagdo desse segmento, através da incorporacdo de
microrganismos probidticos em diferentes tipos de matrizes ndo lacteas e ndo fermentadas
(POSSEMIERS et al., 2010; RIVIERA-ESPINOZA; GALARDO-NAVARRO, 2010).

As pastilhas sdo confeitos versateis e simples de serem produzidos, com grande
aceitacdo frente ao mercado consumidor, podendo ser comercializados por industrias
farmacéuticas e alimenticias (EDWARDS, 2001). Ao se desintegrarem lentamente na boca,
conferem uma sensacdo de frescor e podem veicular diversos compostos, como vitaminas,
minerais, fibras, &cidos graxos essenciais, fitoquimicos e, microrganismos probidticos
(EDWARDS, 2001).

Dentro desse contexto, mostra-se oportuno o desenvolvimento de uma pastilha diet
potencialmente probiotica, com adi¢cdo de Enterococcus faecium CRL 183 microencapsulado

e liofilizado.

OBJETIVOS

Objetivos Gerais

O presente estudo teve por objetivo o desenvolvimento e a caracterizacdo de uma
pastilha alimenticia diet potencialmente probiotica, com adicdo de E. faecium CRL 183

microencapsulado e liofilizado.

Objetivos Especificos
O projeto foi planejado para ser realizado em trés etapas distintas:

15



Primeira Etapa:

- Avaliar a eficiéncia dos processos de microencapsulacdo da cepa probidtica (E.

faecium CRL 183), pelos métodos de extrusdo e coacervacao em matriz complexa,
seguido de liofilizagdo.

Segunda Etapa:

- Elaborar e caracterizar a pastilha com base em pardmetros fisico-quimicos,
microbiol6gicos e sensoriais de pastilhas diet com adicdo da cepa probiotica

microencapsulada e liofilizada que apresentar o melhor desempenho na etapa anterior.

Terceira Etapa:

- Avaliar a capacidade de sobrevivéncia da cepa probiodtica E. faecium CRL 183 na
saliva humana.

- Avaliar o potencial anticariogénico de E. faecium CRL 183, através da técnica de

difusdo em pocos, utilizando como microrganismo indicador a cepa de Streptococcus
mutans ATCC 25175.
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RESUMO

Alimentos probidticos sdo classificados como produtos funcionais, categoria essa que tem
ganhado mais importancia na vida das pessoas, conforme cresce o interesse por um estilo de
vida saudavel. Microrganismos probioticos sdo comumente adicionados a alimentos com o
proposito de promover a saude através dos diversos beneficios ja& comprovados
cientificamente, entre eles, alivio dos sintomas causados pela intolerancia a lactose, controle
de diarréias, modulacdo da resposta imune e do perfil lipidico e reducdo de doencas
infecciosas e inflamatorias. A utilizacdo de microrganismos probidticos para a manutencao da
salde bucal tem despertado o interesse da comunidade cientifica, tendo em vista que estudos
indicam que tais microrganismos podem conferir beneficios como: atividade anticariogénica,
tratamento de doencas periodentais e halitose, e reducdo na populacdo de microrganismos
patogénicos relacionados as patologias bucais. Para tanto se faz necessario a utilizacdo de
alimentos veiculos que permanecam um maior periodo de tempo na cavidade oral como
pastilhas, balas e gomas de mascar. O presente trabalho se propde a reunir informacoes,
baseadas em evidéncias cientificas, relacionadas ao uso de microrganismos probidticos e
manutencdo da saude bucal e os desafios tecnologicos que devem ser superados para o

desenvolvimento de produtos que cumpram essa funcao.

Palavras chave: probio6tico, microbiota oral, saude oral, pastilhas.

20



ABSTRACT

Probiotic foods are classified as functional products, a category which has gained more
importance in people's lives as growing interest in a healthy lifestyle. Probiotic
microorganisms are commonly added to food products in order to promote health. There are
many benefits scientifically confirmed, such as relief of lactose intolerance symptoms,
diarrhea control, modulation of the immune responses and lipid profile, decrease of infectious
and inflammatory diseases. The interest in the local effect of probiotic microorganisms is
increasing among the scientific community, since studies have indicated that such
microorganisms can present anticariogenic activity, help on the treatment of periodontal and
halitosis diseases, and reduction in the population of pathogenic microorganisms associated to
oral pathologies. In this context, it is necessary the use food matrix which remain a longer
time in the oral cavity, as caramels, chewing guns, lozenges and gummies. This study aims to
collect information, based on scientific evidence, related to the use of probiotic
microorganisms and maintaining oral health and the technological challenges that must be

overcome to develop products that comply with this function

Keywords: probiotics, oral microbiota, oral health, lozenges.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a demanda por alimentos funcionais conhecidos por promoverem a
salde atraves de mecanismos ndo previstos na nutricdo convencional (ROBERFROID, 2007),
tem aumentado a medida que cresce a conscientizacdo da populacéo a respeito dessa categoria
de produtos e dos seus beneficios. Alimentos probidticos estdo incluidos na categoria de
alimentos funcionais, e a demanda por produtos probidticos segue a mesma tendéncia de

mercado.

H& inumeros efeitos benéficos proporcionados pelos probidticos que podem ser
citados, entre eles: alivio dos sintomas causados pela intolerancia a lactose, tratamento de
diarréias, reducéo do colesterol sérico, modulacdo da resposta imune e prevencao de doencas
infecciosas (CAVALLINI et al., 2013; CELIBERTO et al., 2013; KALE-PRADHAM et al.,
2010; SAAVENDRA, 2001). Os efeitos locais dos probioticos relacionados a saide bucal é
um tema que tem estimulado novas pesquisas nos ultimos anos. Estudos indicam importantes
beneficios para a cavidade oral, como potencial anticariogénico, tratamento de doencas
periodentais e halitose e reducdo da populacdo de microrganismos envolvidos em patologias
bucais (HAUKIOJA, 2010). Um dos principais mecanismos de agdo dos probidticos na
cavidade oral consiste na formacdo de biofilmes, onde espagos que poderiam abrigar bactérias
patogénicas sdo preenchidos, evitando assim a atuacdo das mesmas. Além disso, probioticos
também exercem efeito protetor ao competirem com bactérias cariogénicas e causadoras de
doencas periodentais (CAGLAR; KARGUL; TANBOGA, 2005; COMELLI et al., 2002).
Estudos também comprovam beneficios com relacdo a reducdo de gengivite e halitose
(GRUDIANOV et al., 2002; KANG et al., 2006).

O microrganismo probidtico pode ser administrado como suplemento, em formas
farmacéuticas, ou ser incorporado a diferentes alimentos fermentados ou ndo. Para ser
considerado probiético o alimento deve apresentar uma populacéo de células viaveis entre 10°
a 10° unidades formadoras de coldnias (UFC) na recomendacdo diaria do produto pronto para
0 consumo, conforme indicacdo do fabricante (ANVISA, 2008). Além disso, € indispensavel
que a cepa probiotica apresente seguranca para o consumo humano (FAO/WHO, 2002).

Desenvolver alimentos que apresentem a dose adequada de microrganismos

probidticos no momento do consumo € desafiador, ja que diversos fatores como variacGes de
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pH, temperatura e exposicdo ao oxigénio podem contribuir para a queda de viabilidade
(FOLIGNE et al., 2013). N&o se pode esquecer que a cepa em questio ainda precisara resistir
as condicBes adversas encontradas durante o transito gastrintestinal (FOLIGNE et al., 2013).
A sensibilidade a tais condi¢des adversas citadas é uma caracteristica cepa dependente (SHA,
2007).

A microencapsulacdo — técnica que permite recobrir diferentes particulas, formando
microcéapsulas - constitui uma alternativa para melhorar a resisténcia e preservar a viabilidade
dos microrganismos probidticos durante as diferentes etapas de processamento, estocagem e
passagem pelo trato gastrintestinal (FAVARO-TRINDADE, 2011).

Também € importante ressaltar que a maior parte dos alimentos contendo
microrganismos probioticos € de derivados lacteos fermentados, ja que estudos indicam que
essa é a matriz mais adequada a veiculacdo de tais microrganismos (ERKKILA et al., 2001;
POSSEMIERS et al., 2010). No entanto, existe uma tendéncia mundial de diversificacdo
desse segmento, atraves da incorporacdo de microrganismos probidticos em diferentes tipos
de matrizes ndo lacteas e ndo fermentadas (POSSEMIERS et al., 2010; RIVIERA-
ESPINOZA; GALARDO-NAVARRO, 2010).

As pastilhas sdo confeitos versateis e simples de serem produzidos, com grande
aceitacdo frente ao mercado consumidor, podendo ser comercializadas por industrias
farmacéuticas e alimenticias (EDWARDS, 2001). Ao se desintegrarem lentamente na boca,
conferem uma sensacdo de frescor e podem veicular diversos compostos, como vitaminas,
minerais, fibras, &cidos graxos essenciais, fitoquimicos e, microrganismos probiodticos
(EDWARDS, 2001).

Considerando o exposto, 0 objetivo desse capitulo foi revisar o uso de probidticos para
a manutencdo da salde bucal, os mecanismos associados a esse potencial efeito benéfico e os
desafios tecnoldgicos que devem ser superados para a incorporacdo de tais microrganismos

em alimentos que permane¢cam mais tempo na cavidade oral.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Probidticos

A industria de alimentos enfrenta o desafio de atender a demanda da sociedade atual
por um estilo de vida saudavel. Para ir de encontro a tal necessidade, a industria tem investido
em novas tecnologias para o desenvolvimento de produtos funcionais (BIGLIARDI,
GALATI, 2013).

Os alimentos funcionais podem ser definidos como aqueles que possuem algum
potencial para promover a salde através de mecanismos ndo previstos na nutricdo
convencional, enfatizando-se que tal efeito limita-se a promog¢édo da saude e ndo a cura de
doencas (ROBERFROID, 2007). Uma abordagem atual sugere que os alimentos funcionais
estabelecerdo no futuro, uma nova relacdo entre alimentos e saude no dia-a-dia das pessoas
(BALLAI; LANCIALI, 2012).

E possivel classificar os alimentos funcionais de acordo com a propria natureza do
alimento, ou entdo de acordo com 0s compostos bioativos presentes na composicdo do
produto, como por exemplo, 0s microrganismos probioticos, as fibras, os fitoquimicos, as
vitaminas, 0s minerais, 0s acidos graxos 6mega 3, determinados peptideos e proteinas, entre
outros (ARVANITOYANNI; HOUWELINGENKOUKALIAROGLOU, 2005).

O mercado de alimentos funcionais tem crescido consideravelmente, saltando de U$33
bilhdes no ano 2000 para U$176,7 bilhdes em 2013, fatia essa que representa 5% do mercado
global de alimentos (TRIPATHI; GIRI, 2014). Esse crescimento esta associado a percepcao
do consumidor em relacéo aos beneficios que podem ser proporcionados pelo consumo de tais

produtos.

Os probidticos ja foram classicamente definidos como “suplementos alimentares a

base de microrganismos vivos, que afetam beneficamente o animal hospedeiro, promovendo o
balanco de sua microbiota intestinal” (FULLER, 1989). Em 2001, a FAO/WHO e seu grupo
de especialistas definiram probi6ticos como microrganismos vivos que, quando administrados
em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAO/WHO, 2001).
Embora exista um esfor¢o e alinhamento internacional para evitar que essa definicdo abra
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margens para outras interpretacdes que possam levar o consumidor ao erro, essa ainda € a

definicdo mais aceita pela comunidade cientifica (HILL et al., 2014).

O consumo de microrganismos probidticos tem sido associado ao aumento de
resisténcia as doencas infecciosas (PERDIGON et al., 1995), a reducdo de sintomas
ocasionados por diarréia, intolerancia a lactose e gastrenterites (FAVARO-TRINDADE;
HEINEMANN; PEDROSO, 2011), protecdo contra infecgdes respiratorias, vaginais e
urogenitais (HATAKKA et al., 2001; HILTON et al., 1992), reducédo de riscos de cancer de
colon (SIVIERI et al., 2008) e melhora no perfil lipidico (CAVALLINI et al., 2009).

Deve-se ressaltar que a maioria dos efeitos benéficos atribuidos aos probidticos
envolve a modulacdo da microbiota intestinal. A acdo benéfica dos probidticos sobre a
microbiota intestinal humana inclui producéo de fatores antagdnicos, competicao por sitios de
ligacdo e efeitos imunoldgicos, resultando em aumento da resisténcia contra os patdégenos.
Assim, a utilizacdo de culturas bacterianas probioticas estimula a multiplicacdo de bactérias
benéficas, em detrimento a proliferacdo de bactérias potencialmente prejudiciais, reforcando
0s mecanismos naturais de defesas do hospedeiro (PUUPPONEN-PIMIA et al., 2002). Os
probidticos tém sido utilizados visando principalmente a salde gastrintestinal, mas nos
altimos anos, muitos estudos tém sido conduzidos com o objetivo de comprovar a extenséo de

seus efeitos em outras microbiotas como a bucal, vaginal e da pele (FOLIGNE et al., 2013).

Os microrganismos mais comumente encontrados em produtos probidticos séo
pertencentes aos géneros Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. Cepas dos géneros
Bacillus spp., Enterococcus spp., Escherichia spp., Propionibacterium spp. e leveduras do
género Saccharomyces spp. também tém apresentado resultados promissores para uso como
probidticos (CEAPA et al.,2013). Entretanto, deve ser salientado que o efeito de uma bactéria
é cepa dependente, ndo podendo ser extrapolado, inclusive para outras cepas da mesma
espécie (SHA, 2007).

A cepa Enterococcus faecium CRL 183, isolada de queijo Tafi (queijo caseiro
tradicional de terras altas, na provincia de Tucuman, Argentina) resiste ao transito
gastrintestinal e é considerada segura para o consumo humano (SAAVEDRA et al., 2003).
Entre as propriedades funcionais atribuidas a essa cepa estdo: modulacdo do perfil lipidico, da

microbiota intestinal e do sistema imune, e reducdo do risco de desenvolver doencas
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inflamatdrias intestinais e cancer de colon e de mama (CAVALLINI et al., 2009a; 2009b;
2011; CELIBERTO, 2014; KINOUCHI, 2006; ROSSI et al., 2000; 2003; 2008; SIVIERI et
al., 2008).

Para que um alimento seja considerado probiotico, a legislacdo brasileira exige que o
produto apresente 0 minimo de 10° a 10° UFC na porcéo diaria do produto pronto para o
consumo, conforme indicacdo do fabricante (ANVISA, 2008). A cepa probidtica selecionada
deve, além de ser segura para o consumo humano, ser capaz de sobreviver a passagem pelo
trato gastrintestinal, ou seja, resistir ao ambiente acido encontrado no estbmago e aos altos
niveis de sais biliares encontrados no intestino (DUNCAN; FLINT, 2013).

2.2 Saude bucal

Em individuos saudaveis, a cavidade oral é formada por uma microbiota muito bem
balanceada abrigando mais de 700 espécies (TERAI et al., 2015). Um desequilibrio na
microbiota oral pode ocasionar aumento na populacédo de bactérias patogénicas em detrimento
de cepas benéficas nativas, e como resultado, pode-se observar a ocorréncia de caries ou
periodontites (SAMOT; BADET; 2013).

Um dos propdsitos de se manter a salde da cavidade oral ao longo da vida é a
preservacdo da arcada dentaria. Para isso, & importante tomar medidas para evitar ou tratar
doencas orais, como caries dentais, gengivites, periodentites, e infeccdes causadas por
bactérias, virus ou fungos. Em paises desenvolvidos, o crescente niumero de idosos com
dentes preservados é inversamente proporcional ao numero de adultos com caries, gracas a
uma rotina diaria de cuidados com a saude bucal (MORIYA; ANDO; MIURA, 2011).

A carie dental é definida como uma doenca infecciosa e transmissivel aos tecidos
calcificados dos dentes que resulta em perda local dos tecidos duros (JORGE, 2007). Trata-se
de uma doenca multifatorial por ser dependente de trés fatores principais: a) caracteristicas do
hospedeiro, representado pelos dentes e saliva; b) a microbiota e ¢) a dieta consumida

(HAUKIOJA, 2009). Pode-se citar ainda o tempo como um quarto fator interferente no
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processo de desenvolvimento da carie. Ou seja, para a ocorréncia da carie, 0s trés primeiros

fatores precisam interagir entre si durante um periodo de tempo (JORGE, 2007).

O Streptococcus da espécie mutans se apresenta na forma de cocos gram-positivos em
cadeias, catalase negativos, ndo formadores de esporos e anaerobios facultativos. E
considerado o principal microrganismo causador da cérie dental. Seu habitat primario é a
superficie dentéria, onde a colonizacdo € favorecida por dieta rica em sacarose (JORGE,
2007). Esse microrganismo é capaz de produzir polissacarideos extracelulares soluveis e
insoliveis a partir da sacarose e de sintetizar polissacarideos intracelulares atuantes como
reservas de carboidratos, que podem ser convertidos em acido durante periodos em que
carboidratos da dieta ndo estdo disponiveis. A capacidade de produzir acido, em uma taxa
extremamente rapida a partir de carboidratos fermentaveis, contribui para o seu potencial
cariogénico. Igualmente importante é a sua capacidade de se multiplicar e sobreviver sob
condicdes acidas, pela expressdo de uma resposta especifica de estresse molecular (MARSH;
MARTIN, 2005).

A doenca periodental pode ser definida como uma série de situacBGes patologicas
complexas e distintas, causadas pela interacdo do biofilme dentario e o hospedeiro. Tal
interacdo pode resultar em destruicdo do osso alveolar de suporte e do tecido conjuntivo.
Dentre as 700 espécies que podem ser encontradas na cavidade oral, 10 a 20 delas apresentam
potencial de produzir a doenca (JORGE, 2007). Os tipos mais comuns de doenca periodontal
sdo a periodontite crénica em adultos e a gengivite marginal cronica. Em geral, nas doencas
periodontais, o epitélio do tecido juncional na base do sulco gengival migra em direcédo a raiz
do dente formando a bolsa periodontal. Isto ocorre como resultado direto e indireto da agéo
dos microrganismos, e dos efeitos colaterais da resposta inflamatoria desenvolvida pelo

hospedeiro em resposta ao acumulo de placa bacteriana (MARSH; MARTIN, 2005).

A gengivite marginal cronica é uma resposta inflamatdria ndo especifica a placa dental
envolvendo a gengiva marginal. Geralmente, a gengivite ocorre como resultado de uma
proliferacdo ndo especifica da microbiota normal do sulco gengival, decorrente de uma
higiene bucal deficiente. Se uma rotina diaria de higiene oral é restaurada, em geral a
gengivite € erradicada, e 0s tecidos retornam a condicdo normal. Em quadros de gengivite
observa-se um aumento de dez a vinte vezes na massa da placa e Actonomyces spp. se tornam

predominantes. As proporcdes de bactérias captonofilicas (bactérias que crescem em 6timas
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concentragdes de gas carbdnico) e anaerdbios estritos Gram negativos também aumentam
(MARSH; MARTIN, 2005).

J& a periodontite cronica em adultos representa a forma mais comum da doenca
periodental avancada, sendo a principal causadora de perda dentéaria apds os 25 anos de idade.
Ela difere da gengivite marginal cronica quanto a adicdo do envolvimento da gengiva,
havendo uma perda de ligacdo entre superficie radicular, a gengiva e o 0sso alveolar, podendo
ocorrer perda d6ssea. Calculos subgengivais, restauracbes em excesso, ou dentes apinhados
podem predispor o desenvolvimento da doenca (MARSH; MARTIN, 2005). A microbiota
da periodontite é predominantemente Gram negativa, anaerébia e com mobilidade (JORGE,
2007).

Estudos revelam que as doencas periodentais ndo somente causam perda da qualidade
de vida, mas também aumentam os riscos de desordens sistémicas tais como doencas
coronarianas, cardiovasculares, cerebrais, diabetes, infeccdes respiratorias, alem de pré-
eclampsia em gestantes (GULATI et al., 2013).

2.3 Uso de microrganismos probidticos na manutencao da saude oral

Considerando os efeitos benéficos atribuidos ao consumo de probidticos,
principalmente os relacionados a capacidade de inibir a multiplicacdo de microrganismos
patogénicos, o estudo da acdo de tais microrganismos se estendeu também sobre a cavidade

oral e a promocdo de sua saude.

Bactérias probioticas pertencentes aos géneros Lactobacillus ssp., Bifidobacteirum
spp. e Streptococcus spp. tém apresentado eficacia na prevencdo de caries dentais, através da
reducdo do numero de bactérias cariogénicas presentes na saliva, ap0s curto periodo de
consumo de probidticos (BIZZINI et al., 2012).

Tratamentos tradicionais para doencas na cavidade oral sdo bastante dispendiosos, e
por isso doencas orais sdo consideradas a quarta categoria de doenca mais cara para se tratar
em ranking estabelecido em paises desenvolvidos (YEE; SHEIHAM, 2002). A carie dental e
doencas periodentais tém sido vistas como resultado de um desequilibrio em que a microbiota
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oral passa a apresentar predominantemente espécies acidogénicas e &cido tolerantes Gram
positivas, responsdveis por muitas doencas orais (BIZZINI et al., 2012). Probidticos

representam uma importante ferramenta para restabelecer o equilibrio da microbiota oral.

O principal requisito para que um microrganismo seja um probidtico de agdo oral é a
habilidade de aderir e colonizar superficies na cavidade oral. Os mecanismos de acdo dos
probidticos na cavidade oral sdo semelhantes aos de acdo gastrintestinais ja conhecidos.
Podem-se citar como provaveis mecanismos de acdo, a competicdo por sitios de adeséo,
formacdo de agregados, competicdo por nutrientes, producdo de compostos antimicrobianos,
aumento das respostas imunoldgicas do hospedeiro e inibicdo da producgdo de citocinas pro-
inflamatorias. Consequentemente, chega-se ao antagonismo contra 0s patdgenos e reducdo da
inflamacéo e da destruicdo dos tecidos (VISHNU, 2012).

Estudos em que o efeito de microrganismos probidticos sobre caries dentais foi
investigado mostraram a reducdo da populacdo de S. mutans na saliva apds o consumo de
alimentos probidticos (VISHNU, 2012).

Nése et al., (2001) comprovaram reducdo na incidéncia de caries em criancas que
consumiram leite enriquecido com Lactobacillus rhamnosus GG. Tal efeito foi associado a
reducdo na populacdo de S. mutans, principal agente causador de caries, presente na saliva
(LOESCHE, 1986). Caglar et al., (2006) verificaram reducdo nos niveis de S. mutans na
saliva de jovens adultos ap0s a ingestdo Lactobacillus reuteri ATCC 55730 na forma de
tabletes mastigaveis. Em 2008, Caglar et al., verificaram novamente a reducdo de S. mutans,

porém dessa vez, através do consumo de sorvete contendo Bifidobacterium lactis Bb-12.

Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. sdo 0s géneros mais estudados como
probidticos para cavidade oral. Porém, outros géneros também tém sido estudados com
sucesso. Suzuki et al., (2011) verificaram que as cepas de Enterococcus faecium WB2000 e
JCM5804 foram capazes de inibir a formacdo de biofilme por Streptococcus spp. Burton et
al., (2013) comprovaram os efeitos de uma cepa de Streptococcus salivarius, veiculada
através de pastilhas, na reducdo da populacdo de S. mutans em criancas que receberam

tratamento probidtico por trés meses.

Ja com relacdo aos efeitos de probioticos sobre doencas periodentais, estudos tambem
indicam a reducdo de microrganismos patogénicos relacionados a tais doencas. Riccia et al.,
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(2007) estudaram os efeitos antiinflamatérios de Lactobacillu brevis em pacientes com
periodontite crénica. O tratamento utilizou pastilhas como veiculo para o microrganismo
probidtico durante 4 dias, e ap6s esse periodo melhorias em parametros clinicos como indice
de placa, gengival e sangramento foram observados em todos os pacientes. Twetman et al.,
(2009) observaram os efeitos de duas cepas de L. reuteri (ATCC 55730 e ATCC PTA 5289)
em pacientes portadores de gengivite. Nesse estudo, o veiculo utilizado foi a goma de mascar
e 0s pacientes foram instruidos a mascarem a goma por dez minutos ao longo de duas
semanas. O consumo diario dos probioticos, associados as instrucdes de higiene oral, resultou
em reducdo significativa de sangramento nas gengivas e reducdo de citocinas pro-

inflamatorias.

Probidticos também podem auxiliar no combate a halitose. Uma microbiota
desequilibrada pode produzir compostos sulfurosos volateis que causam odores desagradaveis
na cavidade oral. Esses compostos séo subprodutos da degradacdo microbiana de proteinas,
sangue e mucinas encontradas na saliva, além de restos de alimentos retidos em superficies da
cavidade oral. Kazor et al., (2003) concluiram que S. salivarus € a espécie predominante na
lingua de individuos que possuem a microbiota oral em estado de equilibrio, e tem a funcéo
de produzir bacteriocinas que contribuem para a reducdo do numero de bactérias produtoras

de compostos sulforosos volateis (VISHNU, 2012).

Para que os efeitos benéficos dos probidticos sejam observados € interessante que tais
microrganismos permanecam um maior periodo de tempo em contato com a cavidade oral.
Nesse sentido, produtos de confeitaria, como balas, gomas de mascar e pastilhas, constituem

boas alternativas para a veiculacdo de probidticos.

2.4 Pastilha

Ao longo dos ultimos 10 anos, os produtos probioticos, principalmente a categoria de
lacteos fermentados, tém ganhado destaque no mercado. As industrias tém feito uso dos
apelos de beneficios a satde conferidos pelos microrganismos probio6ticos, com o objetivo de
valorizar seu produto e ganhar maiores fatias de mercado. Esse cenario tem impulsionado
diversos estudos cientificos que visam a comprovacdo da eficacia terapéutica dos probidticos
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(SAAD et al., 2013). Por outro lado, dados de pesquisas comprovam que a intolerancia a
lactose é uma desordem genética bastante comum, causada pela deficiéncia da enzima lactase
no intestino, chegando a atingir mais de 46% da populagdo mundial (PROZYN, 2010).
Portanto, apesar da matriz lactea ser considerada a mais adequada para a manutencdo da
viabilidade dos microrganismos probidticos (ERKKILA et al., 2001; POSSEMIERS et al.,
2010), nos ultimos anos ha uma tendéncia de diversificacdo desse mercado, sendo que Vérias
matrizes ndo lacteas tem sido testadas como veiculos de microrganismos probi6ticos
(RIVIERA-ESPINOZA; GALARDO-NAVARRO, 2010).

As pastilhas sdo confeitos duros que se dissolvem lentamente na boca, sendo
consideradas um dos tipos mais antigos de confeitos.

O processo para a obtengdo desse produto ndo requer o preparo de uma calda fervente
de acucar, que é indispensavel no processo de diversas outras categorias de confeitos, como
foudants, balas de gelatina, balas moles, balas duras, caramelos, etc. Por esse motivo, 0
processo de obtencéo de pastilhas é considerado simples, e pode inclusive ser reproduzido em
escala artesanal.

Em geral, as pastilhas sdo preparadas através do processo de moldagem, onde um ou
dois hidrocoloides possuem a funcdo de aglutinar os ingredientes pos, e, a partir da massa
obtida, as pastilhas sdo moldadas, cortadas e, em seguida, desidratadas. Nesse processo, as
pastilhas podem ser chamadas de “lozenges”. Existe também 0 processo de compressdo, onde
todos os ingredientes sdo p6s com a propriedade de coesdo, e quando submetidos a uma
compressdo sdo compactados. Ja nesse Ultimo processo, as pastilhas obtidas sdo chamadas de
“tabletes” A literatura internacional deixa bem clara a diferenca entre os dois processos
(EDWARDS, 2001).

Os hidrocoldides mais utilizados na obtencdo de pastilhas sdo gelatina, goma acéacia e
xantana. Enquanto que acUcar impalpavel, ou polidis como sorbitol ou xilitol, e aromas, sdo
os ingredientes utilizados na forma de p6és (EDWARDS, 2001).

A Figura 1 representa o processo de obtencdo de pastilhas classificadas como

lozenges:
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Figura 1: Etapas bésicas do processo de pastilhas.
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A categoria de pastilhas ndo € sé relacionada a area de alimentos, mas também a area

farmacéutica. A literatura relata que as pastilhas foram criadas pelo farmacéutico inglés James
Loft, em meados de 1865. James Loft era proprietario de uma farméacia em Fleetwood, regido
costeira de Lancashire (Inglaterra), onde muitos pescadores e navegadores voltavam de suas
atividades apresentando problemas bronquiais. Para aliviar os sintomas, e considerando as
dificuldades desses homens em carregar consigo liquidos em recipientes de vidro, que
facilmente quebravam durante as viagens, James formulou algo so6lido. A formulacéo era
basicamente composta por mentol, 6leo de eucalipto e cépsico, dispersos em aclcar. Uma

massa era obtida, moldada e cortada em pedagos bem pequenos e, posteriormente,
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desidratadas em forno. O produto criado por James Loft ficou tdo famoso entre os pescadores
¢ navegadores da cidade, que anos mais tarde originou a marca “Fisherman’s Friend”
(RAMOND, 2002).

A literatura cientifica apresenta estudos em que confeitos na forma de pastilhas foram
utilizados como veiculos para administracdo de probidticos. Caglar et al., (2007) utilizaram
pastilhas de xilitol para veicular trés vezes ao dia durante trés semanas, duas cepas de L.
reuteri em adultos jovens. Apo6s o tempo de tratamento, observou-se reducdo significativa na
populacdo de S. mutans. Hallstrom et al., (2013) também utilizaram pastilhas como veiculo de
L. reuteri para avaliar o efeito de doses diarias (duas vezes por dia) sobre a resposta
inflamatoria e composicdo supragengival da placa bacteriana em mulheres jovens e saudaveis.
No entanto, apds uma semana de tratamento e duas semanas de “wash out” ndo foi observada
melhora significativa nos parametros clinicos avaliados. Campus et al., (2014) avaliaram o
efeito de L. brevis, veiculado através de pastilhas de manitol, sobre a placa bacteriana e
contagens de S. mutans em criangas. Apos 6 semanas de tratamento, beneficios importantes
foram alcancados: reducdo da placa, da populacéo de S. mutans e de sangramentos gengivais.

E importante destacar que nenhum dos estudos avaliou os aspectos tecnoldgicos das
pastilhas e a viabilidade dos microrganismos probioticos durante o periodo de

armazenamento.

A sobrevivéncia dos microrganismos probidticos nos alimentos é afetada por diversos
fatores como composicdo da matriz alimenticia, pH, fonte de carbono, exposicao ao oxigénio
e variagdo do bindmio tempo-temperatura durante o processamento e estocagem (FOLIGNE
et al., 2013). Nesse sentido, o desafio para os pesquisadores consiste em selecionar a cepa
mais adequada e desenvolver métodos e processos que garantam a estabilidade e a viabilidade

da cepa durante todo o periodo de processamento e estocagem (DUNCAN; FLINT, 2013).

2.5 Microencapsulacao

A incorporacdo de células probidticas a matrizes alimenticias é desafiada pela
preservacdo de sua viabilidade durante as etapas de processamento, estocagem e passagem

pelo trato gastrintestinal, onde o alimento muitas vezes é submetido a variacGes de
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temperatura, pH, incorporagédo de oxigénio, contato com sais biliares, agentes antibacterianos,
entre outras condi¢Bes (LEE; HEO; 2000; LOPEZ-RUBIO et al., 2009; SULTANA et al.,
2000; SUNOHARA et al., 1995). Além desses fatores, algumas cepas probidticas podem
produzir off-flavors (sabores indesejados) ao se multiplicarem na matriz alimenticia,
reduzindo assim a aceitagdo sensorial dos produtos (FAVARO-TRINDADE, 2011).

A técnica de microencapsulacdo tem sido bastante utilizada como uma alternativa para
assegurar a viabilidade e as propriedades funcionais conferidas pelos microrganismos
probiéticos durante o processamento e o periodo de vida de prateleira dos produtos
(FAVARO-TRINDADE, 2011).

Shahidi e Han (1993) definiram microencapsulagdo como um processo em que uma
membrana envolve pequenas particulas de sélidos, goticulas de liquidos ou misturas gasosas,
com o objetivo de proteger o material de condi¢fes ambientais adversas, tais como umidade,
oxigénio, luz, e interagcbes com outros compostos. A microencapsulagcdo tambem promove a
liberacdo controlada dos compostos envolvidos. De maneira sucinta, pode-se dizer que a
técnica de microencapsulacdo segrega as células do ambiente exterior (TRIPATHI; GIRI,
2014).

Nem todas as técnicas de microencapsulacdo sdo adequadas a microrganismos
probidticos. Algumas fazem uso de solventes organicos ou agentes microencapsulantes ndo
GRAS (Generally Recognized as Safe), que podem ser toxicos aos microrganismos. Outro
fator limitante € o tamanho das células probidticas (1-5 pum) que impede 0 uso de algumas
técnicas (FAVARO-TRINDADE, 2011).

O custo também deve ser levado em considera¢do. Gouim (2004) sugere que para ser
economicamente viavel, o custo adicional ao alimento conferido pelo ingrediente

microencapsulado ndo deve ultrapassar €0,1 /kg.

Dentre as técnicas utilizadas para microencapsular probioticos, destacam-se a
extrusdo, emulsdo, coacervacdo, atomizacao ou spray drying e leito fluidizado ou spray
coating (FAVARO-TRINDADE, 2011).

O material utilizado como encapsulante, também chamado de “material de parede”, é

de suma importancia para a manutencdo da viabilidade e propriedades funcionais do
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microrganismo probidtico, além de influenciar sua liberacdo para o ambiente externo no
momento certo (FAVARO-TRINDADE, 2011). Os materiais mais comumente utilizados
como agentes encapsulantes sdo alginatos, gomas extraidas de espécies de algas ou bactérias,
quitosanas, amidos, carragenas, gelatinas, proteinas lacteas, gorduras, etc. (BURGAIN et al.,
2011; YING et al., 2010).

Dependendo da técnica de microencapsulacdo adotada, se faz necesséria a associacdo
a um processo adicional de desidratacdo, possibilitando o aumento da viabilidade das
microcéapsulas obtidas. No entanto, muita cautela deve ser tomada ao se escolher o0 método de
desidratacédo, tendo em vista que altas temperaturas podem ser danosas as células. A técnica
de liofilizacdo promove a retirada da umidade através da sublimacdo, processo em que a dgua
é transferida do estado solido diretamente para o estado gasoso, mediante condi¢cdo de vacuo.
Para isso € necessario o congelamento prévio do produto a ser liofilizado. Como ndo ha
utilizacdo de altas temperaturas, o dano sobre as células &€ minimizado (IBARZ; BARBOSA-
CANOVAS, 1999).

2.5.1 Técnica de extrusao

A técnica de microencapsulacdo por extrusdo é a mais popularmente empregada, ja
que apresenta baixo custo e simplicidade, além de ndo envolver altas temperaturas
(FAVARO-TRINDADE; HEINEMANN; PEDROSO, 2011).

Nessa técnica, a microencapsulacao ocorre através da gelificacdo de um polissacarideo
aniénico, que, ao entrar em contato com o célcio ou outro ion multivalente imobiliza os
microrganismos (CUI et al., 2000). Polimeros sollveis e insoliveis em agua sdo utilizados
como material encapsulante. Apesar de o alginato ser o polimero mais amplamente utilizado
nessa técnica, carragena, pectina e goma gelana também sdo opgdes viaveis (DOLEYRES;
LACROIX, 2005; FAVARO-TRINDADE; GROSSO, 2003).

As microcapsulas obtidas atraves desse método podem ser chamadas de beads, e seu
tamanho pode alcancar desde micrémetros até milimetros. Quanto menor o tamanho dos

beads, melhor é o seu escoamento e dispersdo no alimento. Além disso, é importante que a
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textura do alimento nédo seja prejudicada, constituindo um importante motivo para que as

microcapsulas permanecam na faixa dos micrometros (FAVARO-TRINDADE, 2011).

As principais etapas da extrusdo envolvem a preparacdo da solucdo do material de
parede (normalmente alginato de sodio), a adicdo dos microrganismos, e a extrusdo desta
suspensdo, através de uma seringa, na solucdo de endurecimento (normalmente cloreto de
calcio) (KRASAEKOOPT et al., 2003; MENEZES et al., 2013). A concentracdo de alginato e
da solucdo de cloreto de célcio (CaCl,) indicada para a formagdo das microcépsulas varia de
0,6 a 2%, e 0,05 a 1,5 M, respectivamente (KRASAEKOOPT et al., 2003).

Apesar de as capsulas de alginato aumentarem a viabilidade dos probidticos, sabe-se
que o uso de alginato como material de parede confere porosidade as capsulas obtidas. Dessa
forma, é possivel que haja migracdo de material microencapsulado para o meio externo ou
penetracdo do suco gastrico e de outras substancias inibitorias para o interior da capsula,
resultando em perda de viabilidade das ceélulas. Para amenizar essa perda, € possivel
incorporar outras substancias a solucdo de alginato, como por exemplo, a inulina e a goma
xantana, ou ainda aplicar uma cobertura sobre as microcédpsulas. Para a cobertura, sdo
utilizadas solucGes de acido estearico, cera de abelha, quitosana, goma gelana, goma locusta,

carragena, entre outros ingredientes (MANDAL et al., 2014).

A técnica de microencapsulacdo por extrusdo ainda apresenta dificuldades a serem
contornadas, para sua aplicacdo em escala industrial. Um ponto importante é a produtividade,

que se apresenta baixa, mesmo em escala laboratorial (PICOT; LACROIX, 2003).

2.5.2 Técnica de coacervacado complexa

Existem dois tipos de técnica de coacervacdo: a simples e a complexa. A simples
consiste na evaporacdo do solvente que envolve as moléculas de um coldide, por meio da
adicdo de outro solvente eletrolitico (sais ou alcoois, por exemplo), no qual o coldide é
insoluvel. J& a complexa consiste na combinagdo de duas solucdes de hidrocoldides de cargas
opostas, que interagem entre si gerando a precipitacdo de polimeros complexos (KESTER et

al., 1986). Como o precipitado € obtido a partir de uma solucdo aquosa, € necessaria, para
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estender a vida util das microcépsulas obtidas, a associacdo da técnica a um processo de
desidratacio (FAVARO-TRINDADE, 2011), como por exemplo, a liofilizago.

Para a execucdo da técnica de coacervacdo complexa, devem ser utilizados
biopolimeros com propriedades coloidais, densidade de cargas adequadas e cadeias lineares.
Sistemas interessantes obtidos através da técnica de coacervacdo complexa sdo aqueles
formados entre proteinas e polissacarideos idnicos de cargas opostas, como por exemplo, a
caseina e pectina, B- lactoglobulina e caseina, entre outros (GIRARD et al., 2003; WANG et
al., 2007).

Dentre os diversos materiais de parede que podem ser utilizados, a pectina,
polissacarideo encontrado em frutos e em tecidos jovens como cascas de frutas citricas, é
considerada pouco sensivel a agentes quimicos além de apresentar maior resisténcia a 4cidos e
ao ambiente intestinal (BRANDAO; ANDRADE, 1999; PARKAR et al., 2010). A caseina,
glicofosfoproteina encontrada no leite, tem sido bastante estudada pela sua aplicagdo como
material de parede ou cobertura em processos de microencapsulacdo, justamente por sua
capacidade formadora de filme, auséncia de toxicidade e natureza anfipatica (carga negativa

acima de seu ponto isoelétrico e carga positiva abaixo deste) (WURTH, et al., 2015).

A coacervacdo complexa é considerada um método vantajoso por se tratar de um
processo relativamente simples, de baixo custo, onde ndo sdo utilizadas altas temperaturas
nem solventes organicos. A técnica ainda permite a incorporacdo de uma grande quantidade
de microrganismo em relacdo ao material encapsulante. No entanto, também existe a
dificuldade de transferir a técnica para escala industrial, j& que o coacervado é obtido em
solucdo aquosa através de um processo em batelada (FAVARO-TRINDADE, 2011).

3 CONCLUSAO

O uso de microrganismos probidticos para reduzir a incidéncia de doencas associadas
a cavidade oral é promissor, considerando o potencial efeito de modulacdo da microbiota e
inibicdo de patdgenos. O desenvolvimento de alimentos que permanecam maior periodo de
tempo em contato com a cavidade oral e que sejam bons veiculos para probioticos se faz

necessario, como uma forma de maximizar os efeitos benéficos.
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CAPITULO Il

Desenvolvimento e caracterizacdo de uma pastilha potencialmente
probidtica
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RESUMO

O crescente interesse pelos efeitos locais dos microrganismos probioticos, incluindo a
protecdo contra o desenvolvimento de céries dentérias, tem estimulado a incorporagdo de tais
microrganismos a alimentos veiculos ndo convencionais como sorvetes, gomas de mascar,
balas e pastilhas. O objetivo do presente trabalho foi o desenvolvimento e a caracterizagéo de
uma pastilha alimenticia diet contendo a cepa probidtica Enterococcus faecium CRL 183 e a
avaliacdo do potencial da cepa probidtica em sobreviver em saliva humana e inibir a
multiplicacdo da cepa patogéncia Streptococcus mutans ATCC 25175. O microrganismo E.
faecium CRL183 foi microencapsulado através das técnicas de extrusdo e coacervacdo em
matriz complexa. A técnica de coacervacdo complexa apresentou 0 melhor desempenho em
relacdo a manutengdo da viabilidade durante o periodo de armazenamento a temperatura
ambiente (23°C), sendo selecionada para a proxima etapa do estudo — producdo das pastilhas
potencialmente probidticas. As pastilhas foram processadas em trés tratamentos: PC — pastilha
controle, sem adicéo do probiotico; PPP1 — com adi¢do do microrganismo probiotico e PPP2
— pastilha com adicdo do microrganismo probiotico e de inulina (prebiotico). Analises
microbioldgicas (viabilidade e seguranga), fisico-quimicas (umidade, atividade de agua, pH e
cor) e sensoriais (testes de aceitacdo e intencdo de compra) foram conduzidas imediatamente
apos o preparo (TO) e ao longo do tempo de estocagem. A sobrevivéncia do probidtico a
saliva e a inibicdo da multiplicacdo da cepa patogénica (S. mutans ATCC 25175), foram
avaliadas através da inoculacdo da cepa pura e das pastilhas em saliva e da técnica de difuséo
em pocos, respectivamente. A cepa E. faecium teve sua viabilidade reduzida imediatamente
apos a producdo das pastilhas e durante o tempo de armazenamento a temperatura ambiente,
com populacdo de células viaveis de 5,53+0,05 UFC/g e 4,83+0,01 UFC/g no tempo inicial e
de 1,86+0,07 UFC/g e 1,16+0,28 UFC/g ao final de 28 dias, para os tratamentos PPP1 e
PPP2, respectivamente. As pastilhas apresentaram médias de aceitacdo superiores a seis
(gostei ligeiramente a gostei moderadamente) para os atributos aroma, textura e impressao
global, sem diferirem significativamente entre si (p<0,05). A adicdo da cepa probiotica e da
substancia prebidtica reduziu a aceitacdo do produto em relacdo a aparéncia e cor e melhorou
a impressdo dos consumidores em relacdo ao sabor. As andlises fisico-quimicas revelaram que
as formulagbes PC, PPP1 e PPP2 ndo diferiram entre si (p<0,05) em relacdo aos parametros:
atividade de éagua (0,79+0,01; 0,77+0,02; 0,75+0,02), umidade (2,31+0,07; 2,12+0,07;
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1,99+0,06) e pH (6,28+0,08; 6,25+0,05; 6,23+0,07), mas apresentaram diferenca significativa
com relacdo ao parametro cor (L*: 92,77+0,90; 85,84+0,92; 88,64+0,78; a*: -0,20+0,07;
0,38+0,09; 0,51+0,09; b*: 1,30+0,08; 7,00+£0,29; 8,13+0,39). Todos o0s tratamentos
apresentaram caracteristicas microbiologicas adequadas aos padrbes estabelecidos para
confeitos, durante os 28 dias de estudo. A cepa E. faecium CRL183 inoculada em saliva
humana na forma de células livres, apresentou aumento de 0,82 ciclos logaritmicos apos 24
horas de incubacdo, enquanto que as pastilhas PPP1 e PPP2 no tempo inicial apresentaram
aumento de 3,64 e 3,31 ciclos logaritmicos, respectivamente, ap6s 0 mesmo intervalo de
tempo. O teste de difusdo em pocos evidenciou que a cepa probidtica foi capaz de inibir a
multiplicacdo de S. mutans ATCC 25175 nas condigdes do estudo. Os resultados obtidos
indicam que a associacdo do probidtico com inulina melhorou a aceitacdo do produto em
relacdo ao atributo sabor e que a cepa probiotica sobrevive a saliva humana e apresenta
potencial para inibir a multiplicacdo do microrganismo causador de cérie dental — S. mutans
ATCC 25175. No entanto, a queda brusca da viabilidade da cepa probidtica durante o
armazenamento das pastilhas, indica a necessidade de aprimoramento do processo de

obtencdo das mesmas, além de adequacédo da embalagem utilizada a matriz alimenticia.

Palavras chave: Enterococcus faecium, analise sensorial, viabilidade, probidtico, pastilha, S.

mutans.
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ABSTRACT

The increasing interest by local effects of probiotic microorganisms, including protecting
against the development of dental caries, has stimulated the incorporation of such
microorganisms in food non-conventional vehicles such as ice cream, chewing gum, candies
and lozenges. The main purpose of this study was the development and characterization of a
diet lozenge containing the probiotic strain Enterococcus faecium CRL 183. Its potential of
surviving in the human saliva environment and the inhibition of the pathogenetic strain
Streptococcus mutans ATCC 25175, were also evaluated. The probiotic strain E. faecium
CRL 183 was microencapsulated through the extrusion and complex coacervation techniques.
The last one, was selected to the next step of the study (lozenges production), as it showed the
best performance in comparison to the extrusion technique, regarding to viability maintenance
during the storage period at room temperature. The lozenges were produced through three
different treatments: PC — control formulation, without the probiotic; PPP1 — probiotic
formulation; PPP2 — probiotic formulation with inulin addition. Microbiologic (viability and
security), physicochemical (moisture, water activity, pH and color) and sensorial (acceptance
and purchase intention) analyses were conducted during the storage period. The probiotic
survival to human saliva was evaluated through inoculation of both, the pure probiotic strain
and the probiotic lozenges in saliva. The agar diffusion technique was used to evaluate the E.
faecium CRL 183 inhibition potential against the pathogenic strain, S. mutans ATCC 25175.
The probiotic strain had the viability decreased after the lozenges production and also during
the storage period at room temperature: 5.53 £ 0.05 UFC/g and 4.83 = 0.01 UFC/g at initial
time and 1.86 £ 0.07 UFC/g and 1.16 + 0.28 UFC/g after 28 days of storage, for the PPP1 and
PPP2 treatments, respectively. The lozenges showed acceptance scores higher than 6 to
flavor, texture and global impression attributes, with no significant difference among then
(p<0,05). The addition of the probiotic strain and the prebiotic ingredient reduced the product
acceptance regarding appearance and color and improved the flavor impression. The
physicochemical analysis revealed that the formulations PC, PPP1 and PPP2 did not differed
among themselves concerning the following parameters: water activity (0.79 + 0.01; 0.77 +
0.02; 0.75 £ 0.02), moisture (2.31 + 0.07; 2.12 + 0.07; 1.99 £ 0.06) and pH (6,28+0,08;
6,25+0,05; 6,23+0,07). But there was difference concerning the color parameter (L*: 92.77 +

0.90; 85.84 £ 0.92; 88.64 + 0.78; a*: -0.20 + 0.07; 0.38 +0.09; 0.51 + 0.09; b*: 1.30 + 0.08;
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7.00 £ 0.29; 8.13 + 0.39). The microbiologic results obtained during the storage period, were
appropriated to the confectionery category. The E. faecium strain inoculated in saliva as free
cells had the cell viability increased in 0.82 logarithmic cycles after 24 h of incubation,
whereas the lozenges PPP1 and PPP2 formulations at initial time had the cell viability
increased by 3.64 and 3.31 logarithmic cycles, respectively, the same period. The diffusion
test showed that the probiotic strain was able to inhibit the growth of S. mutans ATCC 25175
in the study conditions. The results suggested that the association of probiotic microorganism
and inulin improved the acceptance of the product, in relation to the flavor attribute, and that
the probiotic strain survived in the human saliva and has potential to inhibit the multiplication
of dental caries-causing organism — S. mutans ATCC 25175. However, the drastic viability
reduction during the storage period indicates the necessity of a process refinement and also
the adjustment of the packaging to food matrix.

Keywords: Enterococcus faecium, sensorial analysis, viability, probiotic, lozenges, S. mutans.
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1 INTRODUCAO

Os alimentos funcionais sdo aqueles capazes de promover a saude através de
mecanismos ndo previstos na nutricdo convencional, enfatizando-se que tal efeito limita-se a
promocdo da salde e ndo a cura de doencas (ROBERFROID, 2007). Caracteristicas da
prépria matriz alimenticia ou a adicdo de ingredientes contendo compostos bioativos fazem
do alimento um produto funcional (ARVANITOYANNI,
HOUWELINGENKOUKALIAROGLOU, 2005). Microrganismos  probidticos  sdo

comumente adicionados a alimentos com esse mesmo proposito.

Probidticos sdo definidos como microrganismos vivos que, quando administrados em

quantidades adequadas, conferem beneficios a satude do hospedeiro (HILL et al., 2014).

Entre os efeitos benéficos atribuidos a ingestdo de probidticos estdo a reducgéo de risco
de doencas gastrintestinais, modulacdo da resposta imune e do perfil lipidico e reducdo do
desenvolvimento de canceres. (CAVALLINI et al., 2013; CELIBERTO et al., 2013 ; KALE-
PRADHAM et al., 2010 ; SAAVENDRA, 2001). A cepa Enterococcus faecium CRL 183,
utilizada no presente estudo, foi isolada de queijo Tafi (queijo caseiro tradicional de terras
altas, na provincia de Tucuman, Argentina) e possui varias propriedades comprovadas
cientificamente como: modulacdo do perfil lipidico, da microbiota intestinal e do sistema
imune, reducéo do risco de cancer de cdlon e de mama e melhora dos sintomas relacionados a
colite ulcerativa (CAVALLINI et al., 2009a,b, 2011; CELIBERTO, 2014; KINOUCHI,
2006; ROSSI et al., 2000, 2003, 2008; SIVIERI et al., 2008).

O tema probidticos e a saude bucal tem estimulado novas pesquisas nos ultimos anos.
Estudos indicam que probioticos proporcionam importantes beneficios para a cavidade oral,
como atividade anticariogénica, tratamento de doencas periodentais e halitose e reducdo na
populacdo de microrganismos envolvidos em patologias bucais (HAUKIOJA, 2010). Apesar
dos inimeros efeitos benéficos atribuidos a cepa E. faecium CRL183, o seu comportamento

frente a cavidade oral ainda ndo foi avaliado.

Para ser considerado probidtico € necessario que o alimento apresente 8 a 9 log UFC/g
(unidades formadoras de col6nia por grama) na recomendacdo diaria do produto pronto para o
consumo, conforme indicacdo do fabricante (ANVISA, 2008). Além disso, € indispensavel
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que a cepa probiotica ndo sé apresente seguranca para o consumo humano (FAO/WHO,
2002), mas também que resista as condigdes adversas, tais como variacbes de pH e
temperatura e exposi¢ao ao oxigénio, tanto durante o processamento tecnoldgico e periodo de
estocagem, como durante o transito gastrintestinal (FOLIGNE, et al., 2013). E dentro desse
contexto que reside o desafio para a maioria dos pesquisadores, tendo em vista que 0sS
microrganismos probidticos podem apresentar sensibilidade a tais condi¢es adversas citadas,
sendo essa caracteristica cepa dependente (SHA, 2007). E importante ressaltar que a cepa E.
faecium CRL 183, utilizada nesse estudo, apresenta seguranga para 0 consumo humano e
resisténcia ao transito gastrintestinal, entretanto, o efeito local de tal microrganismo ainda nao
foi avaliado (SAAVEDRA et al., 2003).

A microencapsulacdo — técnica que permite recobrir diferentes particulas, formando
microcapsulas - constitui uma alternativa para melhorar a resisténcia e preservar a viabilidade
dos microrganismos probidticos durante as diferentes etapas de processamento, estocagem e
passagem pelo trato gastrintestinal (FAVARO-TRINDADE, 2011).

Também € importante ressaltar, que a maior parte dos alimentos contendo
microrganismos probioticos é constituida por derivados lacteos fermentados, uma vez que
estudos indicam que essa é a matriz mais adequada a veiculagcdo de tais microrganismos
(ERKKILA et al., 2001; POSSEMIERS et al., 2010). No entanto, o crescente nimero de
consumidores intolerantes a lactose em varias populacdes do mundo, associado a tendéncia do
vegetarianismo tem gerado uma demanda mundial pelo desenvolvimento de alimentos
probidticos em outras matrizes (GRANATO et al., 2010). Portanto, ha uma tendéncia mundial
de diversificagcdo desse segmento, atraves da incorporacdo de microrganismos probioticos em
matrizes ndo lacteas e ndo fermentadas (POSSEMIERS et al., 2010; RIVIERA-ESPINOZA,
GALARDO-NAVARRO, 2010).

Versateis e simples de serem produzidas, as pastilhas sdo confeitos comercializados
tanto pela inddstria farmacéutica como pela industria alimenticia (EDWARDS, 2001). Ao se
desintegrarem lentamente na boca, possibilitam ndo s6 a sensacdo de frescor, mas também a
liberacdo de diversos compostos. Sendo assim, o confeito em questdo apresenta-se como um
veiculo em potencial para o transporte de microrganismos probidticos. Considerando o tempo

necessario para completar a dissolucdo do produto na cavidade oral, uma pastilha probidtica
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poderia exercer, também, um efeito local, como reducdo de risco de desenvolvimento de

caries dentais e de outras patologias orais.

Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi o desenvolvimento e a caracterizacéo
de uma pastilha diet potencialmente probidtica, com adicdo de E. faecium CRL 183
microencapsulado e liofilizado. Adicionalmente, foi realizado o estudo da capacidade de

sobrevivéncia na saliva e do potencial anticariogénico da cepa probidtica.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Pastilhas diet contendo a cepa probiotica E. faecium CRL 183, (proveniente do Centro
de Referéncia para Lactobacilos - CERELA, Argentina), produzidas no Laboratorio de
Pesquisa em Probidticos (LPP) do Departamento de Alimentos e Nutricdo - Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas — UNESP, Araraquara.

2.2 Métodos

2.2.1 Preparacao da cultura probiotica

Reativacdo e Propagacao da Cultura Probiotica

As células de E. faecium CRL 183 foram repicadas semanalmente (a partir de uma
cultura estatica estoque, mantida a temperatura de —80°C, em leite esterilizado adicionado de
extrato de levedura, glicose e glicerol) em caldo MRS, (Man Rogosa and Sharp/ Acumedia,
EUA) na concentracdo de 10% (v/v, ou seja, 1 mL de in6culo em 10 mL de caldo), sendo a

incubacdo realizada a 37°C/16 h.
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Microencapsulagéo e Liofilizagao da Cultura Probiotica

A microencapsulagdo da cultura probiotica de E. faecium CRL 183 foi realizada por
dois métodos distintos:

- Método 1 (M1): Extrusdo, segundo a metodologia proposta por Lee et al., (2004) com
modificacfes. A suspensdo do microrganismo probidtico (20%, contendo 8,99 log UFC/g —
unidades formadoras de colonias por grama) mantida em caldo MRS foi incorporada, sob
agitacdo constante e em condi¢des assépticas, a uma solucdo estéril contendo alginato de
sodio (Synth, Brasil) (2%), glicerol (Synth, Brasil) (crioprotetor) (5%), caldo MRS
(Acumedia, EUA) (5,5%), goma xantana (Synth, Brasil) (0,26%), Tween 20 (Synth, Brasil)
(0,1%) e inulina GR (1%). Ap6s completa homogeneizacdo, a mistura obtida foi gotejada em
uma solucdo de cloreto de célcio (Vetec, Brasil) 0,5 mol/L (7,4%), com o auxilio de uma
seringa de vidro acoplada a uma agulha. As capsulas formadas permaneceram em repouso por
um periodo de 15 min. para endurecimento, e em seguida, foram lavadas com &gua destilada,
filtradas e acondicionadas em frascos estéreis. Todas as solu¢fes e materiais utilizados foram
previamente esterilizados a 121°C, por 15 min.

- Método 2 (M2): Coacervacdo complexa, de acordo com a metodologia descrita por Baracat
et al., (2004) e Oliveira (2006), com modificacdes. Inicialmente, foi preparada uma
solugdo contendo polimeros de pectina (Vetec, Brasil) e caseina (Synth,
Brasil) (concentracao de solidos totais 8%) como materiais de parede, que foram dispersos em
agua destilada sob agitacdo mecéanica constante. O pH foi ajustado para 8,0 usando solugéo
de hidréxido de sodio 4,0 M e, em seguida, a mistura foi esterilizada em autoclave a 121°C
por 15 min. Apds completa dispersdo dos polimeros, a suspensdo de E. faecium CRL 183
(20%, contendo 8,99 log UFC/g) foi adicionada a mistura de polimeros, em condicdes
assépticas, e a reducdo do pH foi monitorada (pH = 4,8) através de leitura em pHmetro

digital. As microcapsulas foram acondicionadas em frascos estéreis.

As microcapsulas obtidas pelos métodos 1 e 2 foram congeladas a -20°C, liofilizadas
(Modulyo D Freeze Dryer — Thermo Electron Corporation), e armazenadas em frascos

estéreis a temperatura ambiente (25°C+2°C).
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Determinac&o da viabilidade celular

A determinagdo da viabilidade celular foi realizada no in6culo e no material ja
microencapsulado e liofilizado (M1 e M2), acondicionados em temperatura ambiente. As
analises foram realizadas imediatamente ap6s o processo de microencapsulacdo/liofilizagdo e
semanalmente durante o periodo de estocagem ou até que a populacdo de microrganismos
fosse reduzida a valores inferiores a 6 log UFC/g.

A viabilidade celular foi determinada por plagueamento em profundidade, utilizando o
meio de cultura M17 (Himedia, india) e a incubagio realizada em aerobiose, a 37°C/48 h. As

coldnias foram contadas e os resultados expressos em log UFC/g (ROSSI et al., 2008).

2.2.2 Elaboracgéo da pastilha diet

Para a elaboracdo da pastilha diet, foram utilizados os seguintes ingredientes: xilitol
(Labonathus, Brasil), agua filtrada, gelatina (Gelita, Brasil), inulina GR (Orafti, Brasil),
Enterococcus faecium CRL 183 microencapsulado e liofilizado pelo método 2 (M2), e aroma
de menta sem alcool (Firmenich, Brasil). Todos os ingredientes e aditivos citados estdo de
acordo com a legislacédo vigente que dispde sobre o uso de aditivos alimentares autorizados,
segundo as Boas Préticas de Fabricacdo (ANVISA, 2010).

Com a finalidade de atingir uma granulometria menor (0,177 — 0,125 mm, o
correspondente a peneiras de 80-120 mesh) o xilitol, fornecido pela empresa Labonathus, foi
submetido a um processo de moagem por 30 min em moinho de esferas no Laboratério de

Tecnologia Farmacéutica, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Unesp, Araraquara.
As pastilhas foram obtidas em trés diferentes tratamentos (Tabela 1):
- PC: pastilha controle;
- PPP1.: pastilha potencialmente probi6tica com adicédo de E. faecium CRL 183;

- PPP2: pastilha potencialmente probidtica com adicdo de E. faecium CRL 183 e

inulina (ingrediente prebiotico).

Cada tratamento foi feito em triplicata em lotes de 1 kg.
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Tabela 1: Composicdo dos trés tipos de pastilhas produzidos.

Ingredientes PC (%) PPP1 (%) PPP2 (%)
Xilitol 89,60 88,41 85,66
Agua 8,40 8,25 8,25

Gelatina 1,50 1,47 1,47
Cultura probidtica NA 1,38 1,38
Inulina NA NA 2,75
Aroma de Menta 0,50 0,49 0,49

Nota: Os valores de porcentagem se referem a composicdo em massa por massa (m/m).
NA: ndo adicionado; PC: pastilha probidtica; PPP1: pastilha potencialmente probiética 1 - E.faecium CRL
183; PPP2: pastilha potencialmente probiética 2 - E.faecium CRL 183 + inulina.

Fonte: Dados da Pesquisa

Para reduzir a quantidade de microrganismo microencapsulado/liofilizado adicionado
as formulacbes PPP1 e PPP2 e, conseqlientemente, minimizar possiveis interferéncias visuais
e sensoriais no produto, o indculo de E. faecium, utilizado no processo de microencapsulacéo,
foi previamente concentrado. A cepa probidtica foi propagada em 700 mL de caldo MRS
(incubacéo a 37°C/ 16 h) e o indculo obtido foi centrifugado por 6000 rpm/15 min. As células
concentradas foram entdo ressuspendidas em caldo MRS (40 mL), e o processo de

microencapsulacao foi realizado de acordo com o procedimento descrito anteriormente.

De acordo com a Portaria n® 29 de 13 de janeiro de 1998, o termo “diet” se refere a
alimentos direcionados a dietas com restri¢cdo de nutrientes (carboidratos, gorduras, proteinas
e sddio), e alimentos direcionados para o controle de peso e para dietas de ingestdo controlada
de aclcares. No caso da categoria de alimentos para dietas com restricdo de carboidratos e
gorduras, a legislacdo em questdo permite o limite maximo de 0,5g do nutriente para cada
100g do produto final. J& para a categoria de alimentos para dietas com ingestdo controlada de
acucares, somente é permitida a presenca de agUcares presentes naturalmente nos ingredientes
utilizados (ANVISA 1998). A pastilha resultante do presente estudo se enquadra nessa Ultima

categoria, tendo em vista que ndo possui adi¢do de agucares.
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As pastilhas foram preparadas através da aglutinacdo dos ingredientes (xilitol, aroma
de menta, probiotico e prebidtico) pela solugdo de gelatina, seguida de moldagem (quadrados
de 1 x 1 cm) e secagem em estufa com circulacéo de ar, a 35°C por 20 h (EDWARDS, 2001).

As pastilhas obtidas foram acondicionadas em embalagens plasticas de polietileno de
baixa densidade (PEBD), e armazenadas em ambiente com temperatura controlada (camara
BOD - Biochemical oxygen demand, Fanem, Brasil), a 23°C.

2.2.3 Caracterizagado da pastilha diet

Analises microbioldgicas

Amostras de 25 g de cada uma das formulagbes foram coletadas e homogeneizadas
com 225 mL de &gua peptonada. Dilui¢cGes seriadas foram preparadas e utilizadas para
determinacdo da viabilidade de microrganismo probidtico e da seguranca microbiologica do

produto final. As analises microbioldgicas foram feitas em duplicata.
Determinacéo da Viabilidade Celular

Para a determinacdo da viabilidade celular foi realizado plaqgueamento em meio de
cultura M17 (Himedia, india), e a incubacdo foi realizada em aerobiose, a 37°C/48 h. As
colénias foram contadas e os resultados expressos em log UFC/g (ROSSI et al., 2008). A
viabilidade do microrganismo probidtico no produto foi acompanhada semanalmente por 28

dias.
Determinacéo da seguranca microbioldgica

A seguranca microbiologica foi avaliada através da determinagdo dos seguintes grupos
de microrganismos (ANVISA, 2001): coliformes a 45°C/g pelo método Petrifilm para
contagem de Coliformes Totais ou Termotolerantes (3M, Estados Unidos), mesofilos totais e
bolores e leveduras, utilizando os meios PCA (Plate Count Agar, Himedia, india) com
incubacdo a 37°C/48 h e PDA, acidificado com &cido tartarico 10% (Potato Dextrose Agar,
Himedia, india, pH: 3,5 —4,0) com incubac&o a 30°C/ 72 a 120 h , respectivamente.
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Anélises Fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas foram realizadas a cada 15 dias e em triplicata.
Anélise de cor

A determinacdo de cor foi realizada em colorimetro Hunterlab (Color Quest XE)
utilizando iluminante D65 e angulo visual de 10°. Valores de L*, a* e b* foram determinados
como indicadores de luminosidade, indice de cor vermelha e indice de cor amarela,

respectivamente.
Analise do teor de umidade

A determinacdo do teor de umidade das amostras foi realizada através de radiacéo

infravermelha.
Analise de atividade de agua

A atividade de agua foi determinada por leitura direta em aparelno medidor de
atividade de agua (AQUALAB CX-2), utilizando 3 g de amostra.

Analise de pH

O pH das amostras foi determinado em pHmetro digital (Qualxtron Model 8010),
utilizando 3 g de pastilhas dissolvidas em 20 mL de agua destilada. (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 2005).

Analise Sensorial

A analise sensorial foi planejada para ser realizada imediatamente apds o preparo das
pastilhas e a cada 30 dias, até que a viabilidade do microrganismo atingisse valores inferiores
a 6 log UFC/g. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade

de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP, Araraquara (protocolo de aprovacao 661487).

Foi realizado um teste de aceitacdo, onde foram avaliados os atributos de cor, aroma,
textura, sabor e impressdo global. As analises foram realizadas no Laboratorio de Anélise

Sensorial do Departamento de Alimentos e Nutricdio — FCF (UNESP, Araraquara), sendo
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utilizada uma escala hedbnica estruturada mista de nove pontos (STONE, SIDEL, 1993). A
intencdo de compra foi investigada atraves de um teste utilizando escala de atitude de cinco
pontos, variando de “certamente compraria” a ‘“certamente ndo compraria” o produto
(MEILGAARD et al.,, 1988). As amostras foram apresentadas em blocos completos
casualizados, codificadas com algarismos de trés digitos e de forma monadica. A equipe foi
composta por 112 consumidores ndo treinados, habituados a ingestdo regular de confeitos
semelhantes as pastilhas.

2.2.4 Avaliacao do Potencial Anticariogénico da Cepa Prébidtica

Capacidade de sobrevivéncia do E. faecium CRL 183 a saliva.

A capacidade de sobrevivéncia da cepa probidtica a saliva foi avaliada nas pastilhas
PPP1 e PPP2 no tempo inicial (logo apos o processamento) e nas células livres de E. faecium
CRL 183. Foi utilizado o método de inoculacdo direta em saliva proposto por Haukioja
(2009), com modificacdes. A saliva utilizada, obtida através de um doador saudavel, foi
esterilizada em autoclave a 121°C/15 min. Pastilhas e células livres foram inoculadas em
saliva, em concentracdo de 10% (v/v, ou seja, 1 mL de in6culo em 10 mL de salivae 1 g de
pastilha em 10 mL de saliva), e em seguida os tubos foram incubados a 37°C/24 h. Nos
tempos iniciais (TO: antes de incubar) e apos 24h de incubacdo (T24) foram conduzidas
analises de viabilidade celular em triplicata, utilizando meio M17 (Himedia, india), com

incubacgdo a 37°C/48 h, em aerobiose. Os valores foram expressos em log UFC/g.

Potencial de inibicdo da cepa probiotica E. faecium CRL 183

A capacidade de inibicdo de multiplicacdo da principal espécie causadora da cérie,
Streptococcus mutans ATCC 25175, pela cepa probidtica E. faecium CRL 183 foi avaliada
através da técnica de difusdo em pocos (LEWUS; MONTVILLE, 1991). Para a realizacao
desse teste, as células de S. mutans (8,26 log UFC/g), utilizado como microrganismo
indicador, e de E. faecium (8,13 log UFC/g) foram previamente repicadas em caldo BHI e
MRS (10% v/v), respectivamente, e, apds terem sido incubadas a 37°C/16h, foram

centrifugadas a 7.000 rpm/10 min. O sobrenadante foi eliminado e as células foram
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ressuspendidas em &gua peptonada (10% v/v). Em seguida, a placa foi preparada (triplicata)
através do depdsito de uma camada de meio LAPTg (composi¢do por 100 mL: extrato de
levedura 10 g, peptona 15 g, glicose 10 g, tiptona 10 g, Tween 80 1 mL, &gar 1,5 g, sacarose 70 g).
Apbs a completa solidificacdo, uma sobrecamada de aproximadamente 10 mL de LAPTg
blando (0,75 g &gar) contendo 10 uL de S. mutans foi acrescentada a placa de petri. Apds a
completa solidificagdo, um pogo de aproximadamente 5 mm de diametro foi feito e, em
seguida, depositou-se 30 uL de E. faecium CRL 183. As placas foram incubadas a 37°C/24h,

em aerobiose. Apds esse periodo, foi realizada a leitura do halo de inibi¢&o (cm).

2.2.5 Analise Estatistica dos Resultados

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de médias
de Tukey (dados paramétricos) ou t-student. Todas as analises foram realizadas utilizando-se o
programa para analise estatistica Biostat, sendo adotado o nivel minimo de 5% de significancia
(p <0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacéo da viabilidade celular

Danos e perdas de atividade celular podem ocorrer tanto durante o processamento
quanto durante a estocagem de células desidratadas. Nesse sentido, a escolha da técnica de
microencapsulacdo adequada € importante, pois, deve assegurar a sobrevivéncia dos

microrganismos durante o processamento e estocagem (OLIVEIRA et al., 2007a,b).

Para estabelecer que a viabilidade do microrganismo probidtico fosse acompanhada
até atingir valores inferiores a 6 log UFC/g, foram considerados os seguintes pontos: 1) a
quantidade de indculo a ser incorporado as pastilhas deveria ser o minimo possivel para evitar
efeitos sensoriais indesejados; 2) o efeito probidtico esperado seria local, ou seja, o
microrganismo ndo estaria exposto ao estresse do ambiente gastrintestinal, e, por isso, uma

quantidade inferior a sugerida por pesquisadores internacionais e pela ANVISA (Agéncia
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Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2008) — 8 a 9 log UFC/ porcédo diaria do produto - seria

suficiente.

A variacdo no numero de células viaveis do probiético na forma livre e apés a

microencapsulacdo pelos métodos de extrusdo e coacervacdo complexa (M1 e M2,

respectivamente) seguidos de liofilizacdo, ao longo do tempo de estocagem, é apresentada na

Tabela 2.

Tabela 2: Viabilidade da cepa E. faecium CRL 183 (média + DP - log UFC/g) nas formas
livres e microencapsulada pelos métodos de extrusdo (M1) e coacervacdo complexa (M2),

seguidos de liofilizacdo, ao longo do tempo de estocagem em 25°C + 2°C.

Tempo (dias) M1 M2 Células livres
0 5,74+0,03 2" 8,73+0,06 2° 8,84+0,04 2°
14 3,35+0,05 " A 8,59+0,02°° 6,97+0,05 " ©
28 - 8,65+0,03 A 5,06+0,04 ° ©
42 - 8,59+0,06 "4 2,50+0,07 ° ®
56 - 8,13+0,05 -

70 - 8,05+0,03 -
84 - 8,38+0,02 ¢ -
98 - 8,49+0,05 99" -
112 - 8,39+0,02 " -
126 - 8,31+0,02 %" -
140 - 8,31+0,02 9 -
154 - 8,02+0,01 -
168 - 8,30+0,01 9™ -
182 - 8,03+0,05 © -
196 - 8,31+0,02 9™ -
210 - 7,43+0,03" -
224 - 7,57+0,06° -
238 - 7,13+0,05 P -
252 - 7,16+0,02 -
266 - 6,93+0,01 ¢ -
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280 - 5,93+0,02 -

Nota: Médias com letras minudsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,01) — método M2
e células livres.

Médias com letras minGsculas iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de T-student (p<0,01) — método M1.
Médias com letras maitsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)

Fonte: Dados da pesquisa

No tempo inicial a média da populacdo da cepa probidtica E. faecium CRL 183 na
forma de células livres foi de 8,84+0,04 log UFC/g. A viabilidade do microrganismo foi
mantida imediatamente apds a microencapsulacdo pela técnica de coacervacdo complexa
(M2) seguida de liofilizacdo (8,73+0,06 log UFC/g), indicando que as células ndao foram
afetadas pelo processamento (p<0,05). Somente apds 210 dias de estocagem observou-se
reducédo de 1 ciclo logaritmico na sobrevivéncia das células probiéticas (M2). Os resultados
evidenciam ainda que a técnica de coacervagdo complexa (M2) foi capaz de proteger a cepa
E. faecium CRL 183 durante aproximadamente 9 meses ou 273 dias, uma vez que a
viabilidade do microrganismo probidtico foi reduzida a valores inferiores a 6 log UFC/g
apenas no tempo 280 dias. Oliveira (2006) também aplicou a técnica de coacervacdo
complexa em matriz de caseina e pectina, seguida de secagem em spray dryer, para
microencapsular células de Lactobacillus acidophilus e de Bifidobacterium lactis. Apos 120
dias de estocagem, a contagem de células vidveis de L. acidophillus apresentou reducdes de
0,71 (reducdo de 8,28 para 7,57 log UFC/g) e 1,93 (reducdo de 8,17 para 6,24 log UFC/qg)
ciclos logaritmicos, a 7°C e a 37°C, respectivamente. Ao contrario das células de L.
acidophillus, as células de B. lactis ndo mantiveram os valores de viabilidade acima de 6 log
UFC/g durante o tempo de estocagem, apresentando queda de 8,60 para 4,26 log UFC/g a 7°C
e de 8,60 para 2,64 log UFC/g a 37°C, apds 120 dias de estocagem.

A microencapsulacdo através da técnica de extrusdo seguida de liofilizacdo (M1)
ocasionou reducéo de 3,1 ciclos logaritmicos na viabilidade da cepa E. faecium CRL 183, em
relacdo ao valor inicial obtido na suspensdo de células livres (8,84+0,04 para 5,74+0,03 log
UFC/g), imediatamente ap0s o preparo das capsulas. ApOs 14 dias de estocagem a
temperatura ambiente o nimero de células viaveis do microrganismo atingiu 3,35+0,05 log
UFC/g, o que representa queda de 5,49 ciclos logaritmicos, em relacdo ao valor obtido na
suspensdo de células livres. Tal resultado evidencia que 0 método de extrusdao ndo é adequado

para a microencapsulacao da cepa E. faecium CRL 183.
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O uso de alginato como material de parede resulta em cépsulas porosas, tornando
possivel a migracdo do material de enchimento para o meio externo (MANDAL et al., 2014;
ROKKA, RANTAMAKI, 2010). Uma possivel explicacdo para os resultados do presente
estudo seria a caracteristica de porosidade das capsulas obtidas que permitiria a passagem das

células probidticas para 0 meio externo.

No estudo de Haghshenas et al., (2015) células isoladas de um tradicional produto
lacteo fermentado do Ird e identificadas como Lactobacillus plantarum 15 HN foram
submetidas a microencapsulagdo por extrusdo utilizando como material de parede alginato e
alginato associado a psyllium ou alforva em nove diferentes concentragdes. Os valores de
viabilidade das microcapsulas obtidas das diferentes combinacdes e concentracbes dos
materiais de parede citados foram acompanhados e comparados com os valores obtidos em
células livres, durante 28 dias de estocagem a 4°C. Enquanto as células livres apresentaram
brusca queda de viabilidade (9,6 para 1,8l log UFC/g ao final de 28 dias), as microcapsulas
obtidas por combinac¢des em que a concentracdo de alginato utilizado sozinho ou associado ao
psyllium ou alforva estava abaixo de 1,5%, apresentaram moderada capacidade de protecéo as
células, ja que reducdes na ordem de 3-4 ciclos logaritmicos foram obtidas ao final do tempo
de estocagem. Por outro lado, as microcapsulas obtidas pelas combinacGes de 2% alginato,
1,5% alginato — 0,5% psyllium, 1,5% alginato — 0,5% alforva mantiveram 95% de sua
viabilidade ao final do tempo de estocagem. O estudo mostrou que a porcentagem de alginato
utilizado como material de parede exerce importante papel na protecao das células. O presente
estudo utilizou a concentracdo de alginato sugerida como ideal pelo estudo de Haghshenas et
al., (2015), no entanto, o efeito e 0 comportamento de uma bactéria é cepa-dependente, ndo
sendo possivel extrapolar os dados, inclusive para outras cepas da mesma espécie (SHA,
2007).

As células livres tiveram sua viabilidade reduzida a valores inferiores a 6 log UFC/g
apos 28 dias de armazenamento a temperatura ambiente, evidenciando que o método de
microencapsulacdo por coacervacdo complexa, associado a liofilizacdo, aumentou a

viabilidade do microrganismo em 200 dias.

Considerando os resultados obtidos, apenas a técnica de coacervacdo complexa

associada a liofilizacdo (M2) foi selecionada para a continuacdo dos estudos, uma vez que
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protegeu adequadamente o microrganismo probidtico (E. faecium CRL 183), possibilitando a

sua incorporacao a produtos armazenados a temperatura ambiente.

3.2 Elaboracéo da pastilha diet

Apos ser concentrado por centrifugacdo, microencapsulado (M2) e liofilizado, o
microrganismo E. faecium CRL 183 apresentou populacdo média de células viaveis de 10,62
+ 0,04 log UFC/g. O microrganismo foi adicionado as pastilhas potencialmente probioticas,
PPP1 e PPP2, em quantidade suficiente para atingir 7,0 log UFC /g de pastilha.

Considerando o peso médio de cada pastilha (1,59), a ingestdo diaria de uma unidade
ndo seria suficiente para atingir a quantidade de células vidveis sugerida pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (10% a 10° UFC/g — na porcéo diéria do produto
pronto para 0 consumo), para que os beneficios do probiodtico sejam observados (ANVISA,
2008). No entanto, deve-se destacar que o principal alvo do confeito probi6tico seria a
cavidade oral, ou seja, o efeito pretendido seria o local. Nesse caso, quantidades inferiores as
preconizadas pela legislacdo podem ser aceitas, desde que os efeitos benéficos sejam
comprovados (ANVISA, 2008).

A Figura 2 mostra a aparéncia das pastilhas prontas para 0 consumo.

Figura 2: Pastilhas diet controle (PC), e potencialmente probioticas (PPP1 e PPP2).

Fonte: Dados da pesquisa. PPP1: pastilha potencialmente probiética 1 - E. faecium CRL 183; PPP2: pastilha

potencialmente probidtica 2 - E. faecium CRL 183 + inulina.
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3.3 Caracterizacao da pastilha diet

3.3.1 Anélises microbioldgicas

Determinagéo da viabilidade celular

A viabilidade do microrganismo probiotico E. faecium CRL 183, nas pastilhas (PPP1 e
PPP2), foi avaliada por um periodo de 28 dias. A temperatura de estocagem foi mantida a
23°C durante todo o periodo. Os dados obtidos sdo apresentados pela Tabela 3.

Tabela 3: Viabilidade da cepa de E. faecium CRL 183 (média + DP - log UFC/g) adicionado
as pastilhas potencialmente probidticas (PPP1 e PPP2) durante o periodo de estocagem.

Tempo (dias) PPP1 PPP2
0 5,53+0,05 A 4,83+0,01 %%
7 3,35+0,02 P~ 4,15+0,01 °®
14 2,71+0,07 A 4,01+0,01 °B
21 2,52+0,07 44 3,30+0,07
28 1,86+0,07 ¢4 1,05+0,08 &

Nota: Médias com letras minusculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Médias com letras mailsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de T-Student (p<0,05).
PPP1.: pastilha potencialmente probiética 1 - E. faecium CRL 183; PPP2: pastilha potencialmente probidtica 2 -
E. faecium CRL 183 + inulina.

Fonte: Dados da pesquisa

A populacdo da cepa probiotica foi reduzida imediatamente apds a producdo das
pastilhas, alcangcando valores inferiores a 6,0 log UFC/g em ambas as formulacdes PPP1
(5,53+0,05 log UFC/g) e PPP2 (4,83+0,01 log UFC/g). Ap6s 7 dias de estocagem a
viabilidade do microrganismo na formulacdo PPP1 apresentou reducdo superior a 2 ciclos
logaritmicos, enquanto na formulagdo PPP2 observou-se queda de 1,5 ciclo logaritmico
apos 21 dias, fato esse que indicaria um possivel efeito protetor da inulina. No entanto,
esse efeito ndo foi mantido no periodo subseqiiente de analise. Ao final de 28 dias, a

populacdo de células viaveis foi drasticamente reduzida nas formulagdes PPP1 (1,86+0,07
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log UFC/g) e PPP2 (1,05+0,08 log UFC/g) e, por esse motivo, 0 acompanhamento da

viabilidade durante o periodo de estocagem foi finalizado.

Essa reducdo na viabilidade ndo era esperada, uma vez que O microrganismo
microencapsulado se manteve vidvel a temperatura ambiente, por um periodo superior a nove
meses. Entre as possiveis causas relacionadas a reducdo na populacdo de microrganismos
probidticos, durante e apds o processamento de alimentos, estdo: temperatura de
processamento, incorporacdo de oxigénio, estresse mecanico e origem das matérias-primas e
ingredientes (SHAH, 2000). As etapas de obtencdo da pastilha ndo envolvem temperaturas
elevadas ou procedimentos que levem a incorporacdo de oxigénio ou estresse mecanico.
Dessa forma, em um primeiro momento, a maior probabilidade de envolvimento nas

alteracdes recaiu sobre os ingredientes utilizados.

A principio, suspeitou-se que o aroma utilizado poderia estar ocasionando tais
reducdes na viabilidade do microrganismo probidtico, ja que muitos aromas possuem alcool e
derivados em sua composicdo. No entanto, o produto foi processado sem a adi¢cdo de aroma e
0 comportamento do microrganismo probidtico nas formulacdes PPP1 e PPP2 foi semelhante

(Tabela 4) ao com adi¢do de aroma.

Tabela 4: Viabilidade da cepa de E. faecium CRL 183 (média = DP - log UFC/g) adicionado
as pastilhas potencialmente probidticas (PPP1 e PPP2), produzidas sem aroma, durante 28

dias de estocagem.

Tempo (dias) PPP1 PPP2
0 6,28+0,01 4 6,26+0,01 4
7 4,56+0,02 ° A 4,42+0,05 °A
14 4,44+0,04 A 4,18+0,03 A
21 2,1040,04 A 2.41+0,05 B
28 1,73+0,05 ¢4 1,26+0,07 ¢4

Nota: Médias com letras minusculas iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Médias com letras maitsculas iguais na mesma linha néo diferem entre si pelo teste de T-Student (p<0,05).
PPP1 pastilha potencialmente probidtica 1 - E. faecium CRL 183; PPP2: pastilha potencialmente probidtica 2 -

E. faecium CRL 183 + inulina. Fonte: Dados da pesquisa
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Os dados apresentados na Tabela 4 evidenciam que os valores de viabilidade obtidos
para ambas as formulagbes, PPP1 e PPP2, ao longo do tempo de estocagem, foram
semelhantes entre si. Esse comportamento fornece indicios de que a presenca do aroma pode
interferir na viabilidade do microrganismo probidtico e que a inulina pode exercer um efeito
protetor na presenca de aroma, entretanto essa protecdo ndo é suficiente para manter o nimero

de células viaveis elevado durante o periodo de armazenamento.

O xilitol, polidl que foi utilizado para substituir o actcar nas pastilhas, é o ingrediente
majoritario nas trés formulagGes. Os polidis sdo muito utilizados na industria de confeitos
isentos de acUcar, e sdo obtidos pela conversdo do grupo carbonilico dos agucares em alcool,
por hidrogenacgdo catalitica (SILVA et al., 1994). Estudos mostram que dissacarideos e
polidis podem atuar como protetores das células durante o processo de secagem e posterior
estocagem (CARVALHO et al., 2004). N&o foram encontrados estudos que relacionem o uso
de polidis a queda de viabilidade de microrganismos probioticos.

Outro fator relevante que pode estar relacionado com a brusca queda de viabilidade
das pastilhas é o tipo de embalagem utilizada para o acondicionamento das mesmas. O
polietileno (PE) possui excelente barreira ao vapor d’agua, no entanto, ¢ permeavel a gases
(JORGE, 2013). A migracdo de gas oxigénio do ambiente externo para o interior da
embalagem pode ter ocasionado perda de viabilidade do E. fecium nas pastilhas probidticas.
Essa interacdo do gas oxigénio com a cepa probidtica pode ter sido minimizada durante a
estocagem das microcapsulas de E.faecium, tendo em vista que o material utilizado para o
acondicionamento foram frascos de vidro. O vidro é um material que possui excelentes

propriedades de barreira, sendo impermeavel a vapores e gases (JORGE, 2013).

Os resultados do presente trabalho foram discordantes dos obtidos por outros
pesquisadores, com diferentes microrganismos probidticos, ressaltando que devemos sempre
considerar o comportamento cepa especifico dos microrganismos estudados. A literatura
apresenta estudos em que pastilhas (formulacdo em que um ou dois hidrocoldides possuem a
funcdo de aglutinar os ingredientes pds) ou tabletes (formulacdo onde todos os ingredientes
sdo pos com propriedade de coesdo e quando submetidos a uma compressdo sao

compactados) foram utilizados como veiculos para administracdo de probidticos. Nesses
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estudos o enfoque é dado aos efeitos locais e sistémicos conferidos pelos microrganismos, e
poucas informacdes referentes a sobrevivéncia dos mesmos no produto ao longo do tempo de
estocagem sdo fornecidas. Toiviainen et al. (2015) utilizaram pastilhas de xilitol e sorbitol
para veicular Lactobacillus rhamnosus e Bifidobacterium lactis fornecidas a adultos jovens e
saudaveis, com o objetivo de estudar o efeito na microbiota oral. A viabilidade de ambas as
cepas na pastilha desenvolvida por esse grupo de pesquisa, se manteve na ordem de 8 log
UFC/g durante as 4 semanas de estudo. J& o estudo de Caglar et al. (2008) avaliou o efeito
inibidor de pastilhas de isolmalte contendo cepas de Lactobacillus reuteri frente ao
Streptococcus mutans, em mulheres jovens. Segundo os autores, durante os dez dias de
administracdo das pastilhas, a viabilidade do microrganismo probi6tico no produto se
manteve na ordem de 8 log UFC/g.

Determinacéo da segurancga microbiolégica

As analises para a determinagdo de mesofilos totais, bolores e leveduras e coliformes
termotolerante, foram realizadas nos tempos iniciais (T=0), apds 14 dias e 28 dias de

armazenamento (Tabela 5).
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Tabela 5: Resultados (médias = DP) das analises microbioldgicas das diferentes formulacfes

de pastilhas.
FormulagOes
Grupo de microrganismos PC PPP1 PPP2
T=0 dias
Mesofilos totais (log UFC/g) aus. 5,47+0,04 " 4,84+0,01 °
Bolores e Leveduras (log UFC/g) aus. 2,21+0,03” 1,80+0,03 ®
Coliformes Totais e Termotolerantes aus. aus. aus.
T=14 dias
Mesofilos totais (log UFC/g) aus. 2,67+0,02” 4,00+0,01 °
Bolores e Leveduras (log UFC/g) aus. 2,79+0,01* 2,79+0,01 °
Coliformes Totais e Termotolerantes aus. aus. aus.
T=28 dias

Mesofilos totais (log UFC/g) 1,10+0,04 ® 2,03+0,04 ® 1,02+0,05 "
Bolores e Leveduras (log UFC/g)  1,04+0,06 * 4,38+0,03° 4,09+0,08 ®

Coliformes Totais e Termotolerantes aus. aus. aus.

Nota: aus. = ausente.

Médias com letras mailsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de T-Student (p<0,05).

PC= pastilha controle; PPP1: pastilna potencialmente probidtica 1 - E. faecium CRL 183; PPP2: pastilha
potencialmente probidtica 2 - E. faecium CRL 183 + inulina.

Fonte: Dados da pesquisa

Segundo o regulamento técnico que estabelece os padrdes microbiolégicos para
alimentos, a categoria onde se enquadram as pastilhas, exige apenas analise de coliformes a
45°C/g. A legislacdo em questdo exige que os valores encontrados estejam abaixo de 10
UFC/g (ANVISA, 2001). No presente estudo, as analises de mesofilos totais e bolores e
leveduras também foram conduzidas com intuito de atingir maior robustez na seguranca
microbioldgica. Os resultados mostraram que as trés formulacGes atenderam o parametro
recomendado para coliformes a 45°C/g, durante todo o tempo de estocagem a temperatura de
23°C. Ja os valores encontrados para bolores e leveduras se mantiveram baixos até 14 dias de

estocagem, no entanto, apds 28 dias a populacdo atingiu valores superiores a 4 log UFC/g,
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com o surgimento de coldnias visiveis macroscopicamente no produto e, por esse motivo, 0s
testes sensoriais foram interrompidos. A cepa probidtica utilizada no presente estudo é
mesoéfila e encontra condicOes ideais para se multiplicar em meio PCA — plate count agar
(OLIVEIRA et al., 2009). Por esse motivo, a populagdo de microrganismos mesoéfilos é
semelhante aos valores de viabilidade encontrados nas formulagdes PPP1 e PPP2. O nimero
de células viaveis do microrganismo probidtico foi reduzido durante o tempo de estocagem
(Tabelas 3 e 4), explicando a reducdo observada na populacdo de microrganismos meséfilos
nas formulagdes PPP1 e PPP2.

3.3.2 Andlises fisico-quimicas

Os resultados das anélises fisico-quimicas ao longo do tempo de estocagem (média das

analises quinzenais) sdo apresentados na Tabela 6.

Os parametros atividade de agua, umidade e pH ndo apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) entre as formulacGes PC, PPP1 e PPP2. O uso de sacos de polietileno
para acondicionar as pastilnas pode ter contribuido para a constancia nos resultados de
atividade de &gua e umidade ao longo dos 28 dias, tendo em vista que o material possui
excelente barreira a vapor d’agua (JORGE, 2013). J& o parametro cor apresentou diferenca
significativa (p<0,05) entre as formulagdes PC, PPP1 e PPP2, confirmando que a adi¢cdo do

microrganismo probiotico alterou a cor do produto.

A faixa de atividade de agua sugerida para categoria de confeitos direcionada as
pastilhas € de 0,40 a 0,75 (BUSSIERE, SERPELLONI, 1985). De acordo com informacdes
apresentadas pela literatura, valores de atividade de agua em torno de 0,80, estdo na faixa
onde ha susceptibilidade para o desenvolvimento de fungos e leveduras. Para minimizar os
riscos de desenvolvimento microbiano, valores de atividade de 4gua menor ou igual a 0,60
sdo recomendados, ja que abaixo do referido valor os componentes presentes no alimento que
poderiam servir de substrato a tais microrganismos, se encontram concentrados inibindo a
multiplicacdo dos mesmos (BOBBIO, BOBBIO, 2001).

Com relacdo a cor, o tratamento controle exibiu maiores médias para o parametro L*
(luminosidade) e menores médias para 0s parametros a* (cor vermelha) e b* (cor amarela)
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(p<0,05). Tais resultados podem ser explicados pelo fato da adicdo do probidtico e da

substancia prebiotica alterarem a coloracdo das pastilhas, tornando-as mais escuras (Figura 2).

Tabela 6: Resultados (médias + DP) obtidos através das analises de atividade de agua,

umidade, pH e cor para as 3 formulacGes estudadas nos 28 dias de estocagem.

Analise PC PPP1 PPP2
Atividade de agua 0,79+0,01" 0,77+0,02% 0,75+0,02 #
Umidade (%) 2,31+0,074 2,12+0,07 # 1,99+0,06 *
pH 6,28+0,08" 6,25+0,05 * 6,23+0,07 #

L*92,77+0,90" L*8584+0,92° L*88,64+0,78°
a* -0,20+0,07”  a*0,38+0,09%  a*0,51+0,09 €
Cor b* 1,30+0,08 * b* 7,00£0,29 8  b*8,13+0,39 €

Nota: Médias com letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

PC= pastilha controle; PPP1: pastilha potencialmente probidtica 1 - E. faecium CRL 183; PPP2: pastilha
potencialmente probidtica 2 - E. faecium CRL 183 + inulina.

L* = luminosidade, de preto a branco; a*= de verde a vermelho ; b* = de azul a amarelo

Fonte: Dados da pesquisa

3.3.3 Analise Sensorial

As andlises sensoriais foram planejadas para serem realizadas no tempo inicial e a
cada 30 dias durante o periodo de estocagem. No entanto, em funcdo do aumento na
populacdo de bolores e leveduras e da queda brusca de viabilidade, os testes foram realizados

apenas no tempo inicial.

Todas as formulagdes obtiveram notas acima de 6, ou seja, entre “gostei ligeiramente”
e “gostei moderadamente” na escala utilizada, com exce¢do dos atributos aparéncia e cor da

formulacdo PPP2 (Tabela 7).
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no tempo inicial (t = 0).

Tabela 7: Resultados (médias £ DP) do teste de aceitagdo das formula¢bes PC, PPP1 e PPP2,

Atributo PC PPP1 PPP2
Aparéncia 7,26+1,43% 6,11+1,53° 5,75+1,51°
Cor 7,59+1,24 6,13+1,49° 5,68+1,48 °
Aroma 6,40+1,25" 6,32+1,42 4 6,47+1,56 *
Sabor 6,18+1,71% 6,43+1,67" 6,97+1,40°
Textura 6,09+1,79" 6,23+1,63" 6,61+1,44"
Impressdo Global 6,58+1,49" 6,21+1,39” 6,58+1,214

Nota: Médias com letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). n=112
consumidores.

PC= pastilha controle; PPP1 pastilha potencialmente probidtica 1 - E. faecium CRL 183; PPP2: pastilha
potencialmente probidtica 2 - E. faecium CRL 183 + inulina.

Fonte: Dados da pesquisa

As pastilhas PPP1 e PPP2, comparadas com PC apresentaram medias inferiores para
os atributos aparéncia e cor (p<0,05). Esse resultado pode ser explicado pelo fato da cepa
probidtica liofilizada e microencapsulada conferir ao produto uma coloracdo mais escura,
sendo percebida pelos consumidores como um defeito. Por outro lado, os atributos aroma,
textura e impressao global ndo diferiram significativamente entre si (p<0,05). A adicdo do
microrganismo probidtico associado a inulina melhorou a percep¢éo de sabor, indicando que
as alteragbes de aparéncia e cor identificadas pelos consumidores ndo influenciaram

negativamente a percepcao desse atributo.

Ndo ha estudos na literatura relatando o efeito da adicdo de probi6ticos nas
caracteristicas sensoriais de produtos classificados como confeitos tipo pastilhas ou
semelhantes. No entanto, em outras categorias de produtos alimenticios, estudos recentes
relatam resultados satisfatérios com a adicdo de microrganismos probidticos
microencapsulados ou ndo. Lalicic-Petronijevic et al., (2015) adicionaram cepas probidticas
livres a chocolates ao leite e amargo e ndo observaram diferencas significativas nas
caracteristicas sensoriais avaliadas ao longo da vida-de-prateleira dos produtos. Nesse estudo,

os atributos sabor, odor e textura foram analisados de forma detalhada pelos assessores nos
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trés tempos pré-determinados (t = 0, t = 90 dias e t = 180). A escala de pontuacdo oferecida
aos assessores variou de 2,5 a 5, onde notas menores que 2,5 representavam produto
inaceitavel, 2,5-3,5 produto de boa qualidade, 3,5-4,5 produto de muito boa qualidade, e 4,5-
5,0 produto excelente. As amostras avaliadas tiveram praticamente todos os seus atributos
classificados entre produtos de muito boa qualidade e excelente, nos trés tempos.

Os resultados referentes ao teste de intengdo de compra encontram-se relacionados na
Figura 3.

Figura 3: Médias dos resultados de intencdo de compra das formula¢es no tempo inicial (t =
0).
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60 - I
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Respostas dos julgadores (%)

certamente provavelmente tenho dividasse provavelmente certamentendo
comprana este  comprana este comprana cunio ndocomprana  comprana este
produto produto este produto este produto produto

Nota: PC= pastilha controle; PPP1 pastilha potencialmente probidtica 1 - E. faecium CRL 183; PPP2: pastilha
potencialmente probidtica 2 - E. faecium CRL 183 + inulina.

Fonte: dados da pesquisa

A avaliacdo da intencdo de compra evidenciou que 50%, 43% e 64% dos
consumidores afirmaram que “certamente” ou “provavelmente comprariam” as pastilhas PC,
PPP1 e PPP2, respectivamente. A pastilha com adicdo da cepa probidtica e da substancia
prebidtica (PPP2) também apresentou a menor manifestacdo negativa quanto a intencdo de

compra (13% certamente ou provavelmente ndo comprariam o produto). Tais resultados
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confirmam os obtidos no teste de aceitagdo utilizando escala hedbnica, onde a formulagdo 2
(PPP2) se destacou pelo melhor sabor. Outro fato a ser observado é que a formulagéo controle
apresentou somente 50% de intencdo positiva de compra, indicando necessidade de
aperfeicoamento da formulagdo e do método de obtencdo dos confeitos.

3.4 Avaliagdo do potencial anticariogénico da cepa probiotica

Os resultados referentes ao teste de capacidade de sobrevivéncia da cepa probiética na
saliva, nos tempos iniciais (t=0) do inéculo e das pastilhas probidticas, encontram-se
expressos na Tabela 8.

Tabela 8: Viabilidade (médias £ DP) da cepa probiotica inoculada em saliva.

Tratamentos t = 0 (antes de incubar) t = 24h de incubacao
PPP1 5,45+0,03 2" 9,09+0,02 2 °
PPP2 5,66+0,06 °* 8,97+0,03 °®
Células livres 8,04+0,06 °* 8,86+0,03°°

Nota: Médias com letras minusculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Médias com letras mailsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de T-Student (p<0,05).
PPP1.: pastilha potencialmente probiédtica 1 - E. faecium CRL 183; PPP2: pastilha potencialmente probidtica 2 -
E. faecium CRL 183 + inulina.

Fonte: Dados da pesquisa

A cepa probidtica manteve-se vidvel e conseguiu se multiplicar na saliva nas trés
formas analisadas: pastilhas potencialmente probioticas formulacdes PPP1 e PPP2 e na forma
de células livres. Na forma livre, 0 nimero de células vidveis da cepa probi6tica aumentou
0,82 ciclo logaritmico apds 24 horas, enquanto que nas pastilhas PPP1 e PPP2 o aumento foi
mais pronunciado, 3,64 e 3,31 ciclos logaritmicos, respectivamente. Haukioja (2009) avaliou
a sobrevivéncia de 20 cepas probioticas dos géneros Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp.

na saliva. Todas as cepas sobreviveram, sendo que nenhuma cepa apresentou aumento na

76



populacdo apds 24 horas e duas delas tiveram a sua viabilidade reduzida no final do tempo de
incubacéo.

N&o ha estudos na literatura que indiquem que a presenca de xilitol pode estimular a
multiplicacdo de microrganismos probidticos. No entanto, sabe-se que o xilitol pode afetar a
microbiota oral através da reducdo da taxa de multiplicacdo e producéo de &cido pelas células,
levando & reducdo de S. mutans e caries em usuérios habituais de produtos contendo o
referido pdliol (MARSH; MARTIN, 2005). Caglar et al. (2007) utilizaram gomas de mascar
para veicular xilitol e probidticos do género Lactobacillus spp. (8 log UFC/g) para estudar o
efeito dessa combinacdo sobre a contagem de células de S. mutans presentes na saliva. A
reducdo no numero de células vidveis de S. mutans foi verificada tanto através da veiculacdo
dos microrganismos probiéticos como do xilitol, no entanto, a combinacdo de ambos nédo
potencializou o efeito observado. Mais uma vez, se faz importante ressaltar que todo efeito é
cepa dependente e ndo deve ser extrapolado nem mesmo para outras cepas da mesma espécie
(SHA, 2007).

No teste que analisou o potencial de inibicdo da cepa probidtica E. faecium CRL 183
frente a cepa causadora de cérie dental (Streptococcus mutans ATCC 25175), observou-se a
formacdo de halo de inibi¢do de 1,7 £ 0,3 cm de diametro (Figura 4). Esse resultado evidencia
que a cepa probidtica foi capaz de inibir a multiplicacdo de S. mutans, nas condicGes de
estudo, e apresenta potencial para auxiliar na reducdo do risco de carie dental. Redondo
(2008) verificou através da técnica spot on the lawn que as cepas E.faecium CRL183 e
Lactobacillus helveticus ssp jugurti 416 ndo apresentaram nenhum efeito inibitorio frente as
cepas patogénicas Escherichia coli 0157:H7, Listeria monocytogenes V2 e Salmonella
Enteritidis. Ja no estudo do Hassanzadazar et al., (2014), a técnica de difusdo em pocos
comprovou o efeito inibitorio da cepa E.faecium isolada de queijo tipicamente iraniano,

frente a uma cepa patogénica de Listeria monocytogenes.
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Figura 4: Placas representativas dos resultados obtidos no teste de difusdo em pocos,

com presenca de halo de inibigdo. Cepa indicadora (inoculada no meio de cultura): Streptococcus mutans
ATCC 25175; Cepa probiética (inoculada nos pogos): Enterococcus faecium CRL 183

4 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pode-se afirmar que a técnica de coacervacdo
complexa foi eficiente em manter a viabilidade da cepa de Enterococcus faecium CRL 183 a

temperatura ambiente.

A proposta de confeito probidtico diet é interessante, e constitui uma alternativa a
diversificacdo do segmento de produtos probioticos, com potencial anticariogénico agregado.
No entanto, a queda brusca da viabilidade da cepa probiotica durante 0 armazenamento das
pastilhas das formulacbes PPP1 e PPP2, indica a necessidade de aprimoramento do processo

de obtencdo das mesmas.

A relacdo entre matriz alimenticia, tipo de material utilizado na embalagem do produto
e manutencdo da viabilidade celular da cepa probidtica deve ser melhor investigada, a fim de
se obter uma definicdo a respeito da embalagem mais adequada a preservacdo do produto

probidtico em questdo.
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A cepa probidtica estudada foi capaz de sobreviver e de se multiplicar em saliva
humana e inibir a multiplicacdo da cepa Streptococcus mutans ATCC 25175, nas condigOes

do estudo.

Para futuros estudos, sugere-se avaliar a viabilidade do E.faecium CRL183 frente a
cada um dos ingredientes utilizados na formulagéo da pastilha e a utilizacdo de embalagens
impermeéveis a gases, na tentativa de identificar o agente responsavel pela reducdo da
populacdo de microrganismos probidticos no produto. O potencial efeito anticariogénico
também deve ser melhor investigado, utilizando testes mais especificos, como por exemplo

testes relacionados a formagao de biofilme.
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