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Effects of two natural sweeteners Stevia Rebaudiana Bertoni
and Sorbitol on the growth and acid production of the bacteria

RESUMO

O objetivo da pesquisa foi comparar os efeitos de edulcorantes naturais utilizados como
substrato por Streptococcus mutans e Lactobacillus acidophilus, verificando a capacidade des-
ses microrganismos em metabolizar os edulcorantes, favorecendo o crescimento e a produgdo
de acidos. Para tal estudo, realizou-se um total de 180 leituras para as varidveis crescimento e
producéo de dcido, e para o processamento dos dados usou-se o pacote estatistico SPSS. Dadas
as condicdes da metodologia, foi possivel concluir que a Stevia Rebaudiana Bertoni ofereceu
melhores resultados na redu¢do do crescimento bacteriano e na producédo de acidos do que o
Sorbitol.

Descritores: adocante; sorbitol; stevia rebaudiana bertoni; crescimento

ABSTRACT

This paper aimed at comparing the effects of natural sweeteners used as a substrate for
Streptococcus mutans and Lactobacillus acidophilus, in order to verify the ability of these mi-
croorganisms to metabolize sweeteners, promoting the growth and the production of acids. For
this study, the variables "growth" and "acid production” were analyzed and the processing data
was based on the SPSS statistical package. It was concluded that Stevia rebaudiana Bertoni
offered better results in reducing bacterial growth and production of the Sorbitol acids.

Descriptors: sweeteners; sorbitol; stevia rebaudiana bertoni; growth

RELEVANCIA CLINICA

Considerando que adogantes estdo de certa forma inseridos como fatores de prevencédo
no aparecimento de lesdes de cdrie, essa pesquisa fundamenta sua relevancia clinica na analise
comparativa experimental entre a Stevia Rebaudiana Bertoni e o Sorbitol.
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INTRODUCAO

A carie dentdria € considerada um problema de saude publica
para uma grande parte da populacao a nivel mundial. A sua etiologia,
em sintese, esta definida por quatro fatores: dieta, microrganismos,
hospedeiro e tempo. Em condigdes clinicas, a auséncia de um desses
fatores limita o desenvolvimento de lesdes de carie. As abordagens
terapéuticas e preventivas estao direcionadas no sentido de reduzir
os fatores de risco. Entre os mecanismos que favorecem a prevencéao
de lesdes de carie, a auséncia de sacarose para as bactérias envolvidas
nesse processo poderia ser considerada, impedindo o metabolismo
bacteriano e a producdo de dcidos." O potencial cariogénico da saca-
rose foi 0 ponto de partida para a emissao das mensagens “contenha
0 consumo de muito acucar” No ano de 2000, surgiram as primeiras
diretrizes com a seguinte declaragdo “escolha seus alimentos e bebi-
das com contetido moderado de agucar"? Essas recomendagdes im-
pactaram o interesse e 0 consumo dos adocantes chamados de “subs-
titutos do agucar”, que sao aditivos alimentares de origem natural ou
sintética e que possuem um sabor similar a sacarose.® Existem contro-
vérsias quanto a possibilidade dos adocantes constituirem um risco
para a saude.*® Essa situacdo tem levado os consumidores a escolher
substitutos naturais do acucar, que atualmente lideram o mercado.
Estes oferecem um sabor notavelmente diferente, sendo utilizados em
combinacao para elaborar diferentes produtos rotulados como “sem
acucar” Nao ha nenhum substituto ideal para o agucar, por esta razéo
existe a necessidade de usar e procurar o produto mais benéfico.®

0 Sorbitol ¢ amplamente utilizado nas guloseimas em com-
binacdo com outros adocantes. O sorbitol utilizado pelos mi-
crorganismos do biofilme dentario oferece um substrato que
auxilia a sobrevivéncia bacteriana, porém nao o torna cariogé-
nico, por ndo produzir polissacarideos extracelulares.” O Sorbi-
tol é produzido a partir da glicose, oferece 2.6 kcal/g sendo 0.8
vezes mais doce que a sacarose. Pode ser encontrado de forma
natural em diversos legumes e frutas como ameixas, damascos,
cerejas e magas.?

A Stevia rebaudiana bertoni deriva de uma planta presente
no norte do Paraguai e no Brasil sendo que seu sabor doce
deve-se aos glicosideos dulcosido (0,3%), rebaudiosido (0,6%),
rebaudiosido A (3,8%) e Steviosideo (9%). Na sua forma natural
€ 30 vezes mais doce que o agucar comum e o extrato ¢ 200
a 300 vezes mais doce que o acucar®, razdo pela qual pode ser
utilizada sem combinacdes com um sabor aceitavel. A Stevia
rebaudiana bertoni foi aprovada para o consumo humano em
2008 e incluida na lista de aditivos do Codex alimentar da FAO
em marco de 2009.

As evidéncias cientificas do uso da Stevia ainda séo limita-
das devido ao curto tempo que se encontra no mercado como
produto aprovado pelos organismos internacionais. Devido a
esta lacuna de informagao, considera-se importante realizar
estudos relacionados a este produto. Assim, o objetivo deste
trabalho ¢ comparar os efeitos dos adocantes naturais Ste-
via rebaudiana bertoni e sorbitol, observando a influéncia de
cada um deles nos microrganismos Streptococcus mutans e
Lactobacillus acidophilus evm relagdo ao metabolismo bacte-
riano no crescimento e producao de acidos.
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MATERIAL E METODOS

Para o presente estudo, foi utilizada a solucao de Sorbitol ob-
tida pela diluicdo de 4g de extrato puro em po ("Drogaria Magis-
tral") e solugdo de Stevia rebaudiana bertoni de 0,020g. A solucéo
de sacarose foi obtida pela dilui¢do do acucar comum de 4g. Uti-
lizou-se ainda a populacdo bacteriana de Streptococcus mutans
e Lactobacillus acidophilus >105 UFC/ml. As bactérias foram iso-
ladas, cultivadas e submetidas a provas de especificidade quimica
e morfoldgica. Apds a formagdo das colonias bacterianas, reali-
zaram-se provas para avaliar a atividade bioquimica das mesmas.
Tal fato permitiu a identificagdo final do espécimen estudando os
sistemas enzimaticos unicos de cada espécie e que servem como
marcadores de identificacao.

As col6nias necessarias para o estudo foram identificadas,
transportadas para nova placa de Petri e encubadas por 24 horas,
a 37°C, em condi¢des de anaerobiose. Por meio da técnica de Tur-
bidimetria, obtiveram-se as concentracdes de Streptococcus mu-
tans e Lactobacillus acidophilus superior a 105 UFC/ml que foram
submetidas aos procedimentos seguintes:

- Metabolismo bacteriano para o crescimento do Lacto-
bacillus acidophilus: para permitir o crescimento do Lactoba-
cillus acidophilus, preparou-se o Meio TSI modificado, onde foi
agregado o extrato de Stevia rebaudiana bertoni, sorbitol e saca-
rose (Figura 01). Obtidos os agares, foram colocados em placas de
Petri e em tubos de ensaio, semeando a concentragdo de Lactoba-
cillus acidophilus (Figura 02). Realizou-se a leitura para o cresci-
mento bacteriano em periodos de 4, 16 e 24 horas. Considerou-se
a presenca (+) e a auséncia (-) para caracterizar o crescimento
bacteriano.

- Metabolismo bacteriano para o crescimento do Strep-
tococcus mutans: a semelhanca do método acima descrito, con-
siderou-se um controle negativo (TSI modificado); controle posi-

FIGURA 1
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tivo (TSI Modificado + Sacarose 4g); e grupos experimentais (TSI _ TABELA1

Modificado + Stevia rebaudiana bertoni 0,020g e TSI Modificado Crescimento bacteriano Streptococcus mutans

+ Sorbitol 4g). Realizaram-se as leituras nos periodos de 4, 16 e S Sorbitol Sacarose
24 horas observando presenca (+) ou auséncia (-) do crescimen- Periodos 0,020% 4% 4%
to bacteriano. Ao periodo de 24 horas, para a leitura qualitativa,
designaram-se os valores de XXXX aos que apresentaram um cres-
cimento abundante e uniforme; XXX aqueles com crescimento de 16h - o noa e
abundante a regular; XX com crescimento regular a escasso € X

4h +4++-- ++++- ++++-

. 24h +++++ +++++ +++++

aos que apresentaram crescimento €scasso.

- Metabolismo bacteriano para a producdo de acido: o
meio TSI modificado mostra a capacidade de fermentar os acgu- GRAFICO 1
cares, permitindo a producdo de acidos pelo Lactobacillus acido- Caracteristicas qualitativas do crescimento
philus o qual € detectado pela mudanca de cor. A mudanca de cor
indica a metaboliza¢do em dcidos em cada um dos meios com 0s
substratos correspondentes sequndo o pH (Amarelo >6,2; laran-  Stevia
ja claro 4,4 a 6,2; vermelho <4,4). Para observar a producdo de Sorbitol
acidos pelos Streptococcus mutans, ao agar nutritivo preparado Sacarose
com cada um dos substratos foi acrescentado 0,050g de vermelho 4
de metilo para detectar as mudancas de cor, utilizando a mesma oo » o Cresciment

= Lrescimento escasso
escala do amarelo ao vermelho. XX < Crescimento abundante
a regular

RESULTADOS 3 XXXX = Crescimento abudante

0 Lactobacillus acidophilus ndo apresentou novas colénias até uniforme
o periodo de 24h na presenca de adogantes Stevia rebaudiana ber-

toni e Sorbitol; ja com o controle positivo (sacarose) foi observado
um crescimento de 67%. O Streptococcus mutans com o substrato
Stevia rebaudiana bertoni apresentou um crescimento de 60% no
periodo 4h, enquanto que com o Sorbitol foi de 80%, similar a . St Sorbitol CREATRE
sacarose. A mesma porcentagem foi mantida pela Stevia rebau- Periodos 0,020% 4% 4%
diana bertoni no periodo de 16h, enquanto que com o sorbitol e a
sacarose observou um crescimento de 100% (Tabela 1).

Em relacéo as caracteristicas qualitativas do crescimento, o mes- 16h aaa-- aaaaa T11vv
mo foi considerado no periodo de 24h com a Stevia rebaudiana ber- 24h
toni: regular a escasso (XX), com o Sorbitol abundante a regular (XXX)

e com a sacarose abundante e uniforme (XXXX) (Grafico 1). GRAFICO 2

O Lactobacillus acidophilus ndo apresentou produgdo de acidos. Quantidade de dcido metabolizado pelo Streptococcus mutans
Observou-se um pH superior a 6,2 nos periodos de 4, 16 e 24h com com os substratos Stevia e Sorbitol através do tempo (Indicador amarelo)
o Streptococcus mutans na presenga de Stevia rebaudiana bertoni e
Sorbitol. O controle positivo apresentou uma diferenca de pH entre 4,4 I Stevia Sorbitol
e 6,2 no periodo de 4h e no periodo de 16h diminuiu consideravelmente 6
(marcador vermelho). A leitura no periodo de 24h apresentou um pH
inferior a 4,4 com o substrato sacarose (Tabela 2). A quantidade de aci- 5
dos metabolizados pelo Streptococcus mutans com a Stevia rebaudiana
bertoni foi menor com o tempo de 4h e 16h tornando-se similar as 24h, 4
em uma andlise comparativa com o Sorbitol (Grafico 2).

TABELA 2
Metabolismo para a producéo dos dcidos

4h aaa-- aaaa- 1111-

aaaaa aaaaa Tvvvyv

w

DISCUSSAO

0O papel do Sorbitol na prevencdo da cérie dentaria tem sido inves-
tigado e evidéncias cientificas o define com caracteristicas de tipo hi-
poacidogénico e pouco cariogénico. Assim, os resultados deste estudo
concordam com essas definicdes. Entretanto, o crescimento bacteriano
do Streptococcus mutans que utilizou o Sorbitol como substrato apre-
sentou uma atividade metabolica para o crescimento bacteriano similar
a da sacarose nos periodos experimentais de 4, 16 e 24 horas, divergindo

N

—_

4hs 16hs 24hs
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dos resultados de Delgado J. et al. (1999)° Em relacdo ao Lactobacillus
acidophilus, foi observada uma significativa diminuicéo do crescimen-
to, porém neste estudo ndo existiu crescimento até as 24h. Em relacdo
a0 pH dos acidos produzidos, os resultados séo semelhantes (pH >6,2).
Kalfas et al (1990) em um estudo realizado com suspensdo de células
bacterianas obtidas do biofilme dentdrio apos a fermentacdo com Sorbi-
tol observaram que a producéo de acidos foi menor quando comparado
com o uso da glicose. O presente estudo demonstrou que o principal me-
canismo néo cariogénico do Sorbitol ¢ a baixa producdo de dcidos com
pH critico. Stosser et al (1990)"" mensurou digitalmente o pH com um
teste telemétrico e verificou que as pequenas diferencas de intensidade
e duracao da produgdo de acidos com a sacarose, sorbitol e glicose ndo
eram significativas para afirmar recomendagdes dietéticas. No presente
estudo, também ndo foi encontrada uma diferenca na quantidade de
acido produzido pelo Streptococcus mutans no periodo de 24 horas, no
entanto, foram encontradas diferencas significativas na intensidade do
acido, sendo que com a sacarose foram obtidos pH criticos na leitura de
4 horas, enquanto com o Sorbitol foram produzidos dcidos com menor
pH (pH>6,2). Em relacéo ao tempo, os resultados obtidos com o sorbitol e
os Streptococcus mutans demonstraram que tanto o crescimento como
a producdo de acidos foi similar quando comparada com a sacarose no
periodo experimental de 24 horas, havendo diferencas nos periodos de 4
e 16 horas. Em um estudo in vivo, Kalfas et af (1990)? observaram que
apos um periodo de adaptagéo de 4 semanas com enxaguatorios e uma
solugdo de sorbitol a 10%, existiu um incremento no numero total de
Streptococcus mutans que fermentaram o sorbitol. No presente estudo,
os resultados obtidos com a Stevia rebaudiana bertoni em relacdo ao me-
canismo anticariogénico sdo significativos, pois este adocante apresen-
tou vantagens quando comparado com o sorbitol em relacdo aos efeitos
antibacterianos, verificando um menor crescimento de Streptococcus
mutans nos periodos de 4h e as 16h. A Stevia rebaudiana bertoni tam-
bém demonstrou ser hipoacidogénica. A acdo antimicrobiana da Stevia
rebaudiana bertoni ainda ndo € muito demostrada, porém os resultados
deste estudo assemelham-se a outros que verificaram a eficcia da Ste-
via na reducéo de microrganismos. Gutierrez (2005)13, observou halos de
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CONCLUSAO

A Stevia rebaudiana bertoni apresentou melhores efeitos anticario-
génicos quando comparado com o Sorbitol, considerando sua acdo no
metabolismo bacteriano, na densidade da populagdo microbiana e na
produgéo de dcidos. A Stevia rebaudiana bertoni pode ser considerada
como alternativa potencial na substituicdo da sacarose e do Sorbitol. No
entanto, considera-se importante a realizacdo de um numero maior de
estudos multiplos e independentes sobre o assunto.
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