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RESUMO

O uso de surfactantes quimicos nos cremes dentais e enxaguatérios bucais, assim como o
fldor e clorexidina, trazem um alerta devido a toxicidade desses compostos. Em busca de
produtos alternativos, que sejam pouco toxicos, a quitosana, potente agente antimicrobiano,
e o0s biossurfactantes, que apresentam propriedades umectantes, espumantes e
antimicrobianas, vém despertando o interesse das industrias na fabricacdo de produtos que
atendam ao mercado atual e sejam biocompativeis. No presente estudo, trés
biosurfactantes, dois deles produzidos pelas bactérias Pseudomonas aeruginosa UCP 0992
(BP) e Bacillus cereus UCP 1615 (BB) e um pela levedura Candida bombicola URM 3718
(BC), bem como a quitosana de fungos mucorales, foram utilizados na formulagédo de
cremes dentais e enxaguatérios bucais em substituicdo aos similares quimicos. Para as
formulacdes, a quitosana foi caracterizada e os biossurfactantes foram produzidos e
isolados. O 6leo essencial de Mentha peperita (OEM) e o fluoreto de s6dio comerciais foram
utilizados como principios ativos. A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada
para as substancias testes isoladas e nas formula¢fes, assim como testes de toxicidade por
MTT para as linhagens celulares L929 (fibroblasto de camundongos) e RAW 264.7
(macréfagos de camundongos). A quitosana teve rendimento em biomassa de 60,6 mg/g,
apresentando bandas caracteristicas ao polimero e grau de desacetilagdo de 80%. Os
biossurfactantes BP, BB e BC reduziram a tensdo superficial da agua de 70 mN/m para 30,
29 e 26,5 mN/m, respectivamente. Todas as substancias estudadas apresentaram atividade
antimicrobiana para os micro-organismos cariogénicos testados nas formulagbes dos
enxaguatoérios. As combinagfes entre os BC e BP com a quitosana demonstraram efeito
aditivo para a maioria dos micro-organismos. J& a associacdo entre os BC e BB com o
OEM apresentou efeito aditivo apenas para E. coli. A toxicidade foi inferior ao enxaguatorio
comercial. As formulagdes de creme dental contendo os biossurfactantes, a quitosana ou o
fluoreto de sédio como principios ativos apresentaram CIM para Streptococcus mutans. As
combinacfes entre os BC e BP com a quitosana demonstraram efeito aditivo para S.
mutans, sendo indiferente para BB com quitosana. Todos os cremes dentais formulados
apresentaram-se atoxicos Todas as formulacdes inibiram a viabilidade celular de S. mutans
no biofilme formado, sendo similar ao creme comercial testado. Os resultados obtidos
validam que os enxaguatérios bucais e os cremes dentais com biossurfactantes em
associacdo a quitosana sdo uma alternativa segura, eficaz e natural para o controle de
micro-organismos orais em relacdo aos produtos comerciais disponiveis.

Palavras-chave: Biossurfactante, quitosana, creme dental, enxaguatorio bucal, cosmético,

atividade antimicrobiana, MTT.
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ABSTRACT

The use of chemical surfactants in dental creams and mouthwashes, as well as fluoride and
chlorhexidine, brings an alert due to the toxicity of these compounds. Chitosan, a potent
antimicrobial agent, and biosurfactants, which have moist, foamy and antimicrobial
properties, have been interested in the manufacture of products that meet the current market
and are biocompatible. In the present study, three biosurfactants, two of them produced by
the bacteria Pseudomonas aeruginosa UCP 0992 (BP) and Bacillus cereus UCP 1615 (BB)
and one by the yeast Candida bombicola URM 3718 (BC), as well as the mucosal fungi
chitosan were used in formulation of dental creams and mouthwashes instead of similar
chemicals. For the formulations, the chitosan was characterized and the biosurfactants were
produced and isolated. Mentha peperita essential oil (OEM) and commercial sodium fluoride
were used as active ingredients. Minimum inhibitory concentration (MIC) was determined for
the isolated test substances and for the formulation of mouthwashes and toothpastes, as well
as MTT toxicity tests for L929 (mouse fibroblast) and RAW 264.7 (mouse macrophages) cell
lines. The chitosan had a biomass yield of 60.6 mg/g, presenting characteristic bands to the
polymer and degree of deacetylation of 80%. The biosurfactants BP, BB and BC reduced the
water surface tension from 70 mN/m to 30, 29 and 26.5 mN/m, respectively. All the
substances studied presented antimicrobial activity for the cariogenic microorganisms tested
in the mouthwash formulations. The combinations between BC and BP with chitosan showed
an additive effect for most of the microorganisms, being indifferent to E. coli and C. albicans.
However, the association between BC and BB with the OEM had an additive effect only for
E. coli and indifferent to the others. Toxicity was lower than commercial rinses. Toothpaste
formulations containing biosurfactants, chitosan or sodium fluoride as active ingredients
showed MIC for Streptococcus mutans. The combinations between BC and BP with chitosan
showed an additive effect for S. mutans, being indifferent to BB with chitosan. All formulated
toothpastes were non-toxic All formulations inhibited S. mutans cell viability in the formed
biofilm, being similar to the commercial cream tested. The results validate that mouthwashes
and dental creams with biosurfactants in association with chitosan are a safe, effective and
natural alternative for the control of oral microorganisms in relation to commercial products

available.

Key words: Biosurfactant, chitosan, toothpaste, mouthwash, cosmetic, antimicrobial activity,
MTT.
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1.1 INTRODUCAO

A doenca oral € um dos problemas de salde publica mais comum em todo o mundo
com impactos socioecondmicos significativos. As diretrizes atuais de saude priorizam a¢des no
nivel primario de atencdo e a prevencao de doencgas, na tentativa de melhorar a qualidade de
vida do individuo e evitar a necessidade de procedimentos invasivos de tratamento. A salde
bucal é muito importante para o bem-estar da populacdo (BRUSCHI et al., 2006; MURRAY et
al., 2012; JIN et al., 2016).

Dentre os produtos mais utilizados na higiene bucal, encontram-se 0s cremes dentais e
enxaguatérios bucais. Os cremes dentais, pasta dental ou dentrificio sdo projetados para o uso
diario e formulados para proporcionar uma maior capacidade fisica e quimica de limpeza dos
dentes, usando uma variedade de ingredientes, a fim de remover e prevenir manchas
extrinsecas, bem como combater os principais problemas odontol6gicos, como caries,
gengivites, tartaro e manchas nos dentes. As op¢fes de sabores do produto variam desde as
mais comuns, como menta, até sabores exoticos, como chiclete, laranja ou liméo (SILVA et al.,
2001; TAO et al. 2017).

Um dentifricio contém varios ingredientes, como aglutinante (que mantém os
ingredientes juntos) como alginato de sédio, bicarbonato de sodio, um composto a base de
espuma que ajuda a remover os restos de alimentos dos dentes, como o Lauril Sulfato de
Sdadio (SDS), um agente "umectante", que garante que a pasta de dentes seja Umida, um
aromatizante como menta ou adocante, fluoreto, 4gua e um agente antibacteriano ou agente
terapéutico. Algumas férmulas contém corantes em sua composi¢do (BONDI et al., 2015).

Estudos indicam que o controle regular da placa por um dentista pode oferecer
manutencdo de um periodonto saudavel. Além disso, os enxaguatérios bucais podem prevenir
o crescimento de placas e melhorar a saude bucal, inibindo a taxa de proliferagdo de bactérias
ou impedindo a fixacdo delas as superficies dentérias (ALSHEHRI, 2017). Alguns produtos
podem conter doses extras de fllor e/ou agentes branqueadores dos dentes em sua
composi¢do. O uso prolongado dos antissépticos bucais que possuem alcool em sua férmula
pode agredir a mucosa, causando uma descamacao, afetando as papilas linguais, interferindo
na funcéo gustativa e na coloracdo do elemento dental (BONDI et al., 2015).

A temperatura bucal constante (36°C), a umidade permanente pela presenca da saliva e
o fluxo de nutrientes originados dos alimentos torna a boca um ambiente ideal para a
proliferacdo de micro-organismos, em especial de bactérias. A principal bactéria causadora da

carie € a Streptococcus mutans. As bactérias vao se unindo lentamente e se depositam na


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/periodontium
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/oral-health
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/oral-health
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fl%C3%BAor
https://pt.wikipedia.org/wiki/Dente
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superficie do dente formando um biofilme (TEXEIRA et al., 2010). Os biofilmes sdo consorcios
de micro-organismos ligados a tecidos ou superficies abidticas que sdo envolvidos por
uma matriz extracelular (COSTA et al., 2017). Para eliminar o biofilme, s&o utilizados
procedimentos de natureza mecéanica, como a escovacdo dos dentes e o uso do fio dental, e
procedimentos de natureza quimica, como a utilizacdo de substéncias que tem funcdo
detergente, fungicida e bactericida, como 0s enxaguatdrios bucais. Pesquisas recentes sobre a
eficdcia de produtos que interferem nas propriedades adesivas e na colonizacdo da cavidade
bucal por bactérias cariogénicas vém sendo realizadas para prevenir a desmineralizacdo do
esmalte dentério e a formacao do biofilme dental (SANO et al., 2003; TAO et al., 2017).

Nesse contexto, pesquisas tém avancado no sentido de desenvolver componentes
alternativos, biocompativeis e pouco téxicos, em substituicdo aos produtos existentes nas
formulacdes orais (BONDI et al.,, 2015; SANTOS et al, 2016). Sdo exemplos desses
compostos os biossurfactantes e a quitosana.

Os biossurfactantes sdo moléculas anfipaticas produzidas principalmente por micro-
organismos como bactérias e leveduras que exibem vantagens sobre os surfactantes quimicos,
pois, ndo sdo toxicos, sdo altamente biodegradaveis, apresentam melhor compatibilidade
ambiental, alta capacidade de formacdo de espuma e atividade especifica a temperaturas
extremas, pH e salinidade (ALMEIDA et al., 2017). Caracteristicas como detergéncia,
emulsificacdo, dispersdo, acdo umectante e solubilizagdo atribuem grande versatilidade a
essas biomoléculas, tornando-as candidatas em potencial na substituicAo dos surfactantes
sintéticos em varias areas (CAMPOS et al., 2013).

Atualmente, os biosurfactantes, tém sido usados para aplicacbes ambientais, nas
indastrais de alimentos, de petréleo, farmacéutica e em outros setores industriais em fungéo
das inuUmeras propriedades desses agentes microbianos (SANTOS et al., 2016).

Pesquisas recentes relata a eficacia de produtos contendo quitosana, j& que a mesma
interfere nas propriedades adesivas e na colonizacdo da cavidade bucal por bactérias
cariogénicas, e por isso sdo bastante utilizadas para prevenir a desmineralizacdo do esmalte
dentario e a formacéo do biofilme dental (SANO et al., 2003). A quitosana é um copolimero
que consiste em unidades de - (1-> 4) -2-acetamido-D-glicose e B- (1-> 4) -2-amino-D-glicose
obtidas da desacetilacdo de quitina (COSTA et al.,, 2017). Sao misturas de polissacarideos
com um grau variavel de polimerizacdo, grau de acetilacdo e padréo de acetilagcdo (SMETS;
RUDELSHEIM, 2018) e devem ser caracterizadas quanto a isso, uma vez que suas
caracteristicas podem influenciar nas suas propriedades fisico-quimicas (CARVALHO et al,
2011).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/extracellular-matrix
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/chitosan
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/acetylation
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/chitin
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A quitosana € um biopolimero catibnico com propriedades bioldgicas Unicas, como a
regeneracao de feridas, atividade antimicrobiana e biodegradabilidade. Possue estrutura Unica,
incluindo grupos amino reativos, que lhe conferem alta reatividade e a torna um material
perfeito para aplicacdes industriais (COSTA et al., 2017). E um polissacarideo natural e devido
as suas propriedades favoraveis, como baixa toxicidade, alta biodegradabilidade e
biocompatibilidade, habilidade de quelacdo e capacidade adsortiva, as aplicacdes tecnologicas
da quitosana abrangem as areas alimenticia, cosmética, biomédica, téxtil e agricola.
(STAMFORD et al, 2007; PERINELLI et al., 2018). Apesar de apresentar algumas vezes as
desvantagens de alta viscosidade e baixa solubilidade em agua, as propriedades da quitosana
levaram ao desenvolvimento de um grande conhecimento sobre seu uso como biomaterial,
particularmente nos campos biomédico e biotecnoldgico (COSTA et al., 2017).

A quitosana tem reconhecida atividade antimicrobiana, sendo uma das principais
propriedades do polimero. Véarios pesquisadores relatam que ela tem acdo antimicrobiana em
uma grande variedade de micro-organismos, incluindo algas, fungos e bactérias (CARVALHO
et al, 2011; AHSAN, et al., 2018). Este glicosaminoglicano diluido em acido acético tem sido
sugerido como material preventivo e terapéutico para a carie dentaria. Na prevencao de carie,
in vivo, com solucdo de bochecho contendo quitosana confirmou a eficacia deste produto para
higiene oral, reduzindo a formacdo de placa bacteriana (SANO et al, 2003;
YOUNES; RINAUDO, 2015). Com relag¢do aos derivados hidrossoluveis da quitosana, alguns
autores relatam a produgédo de sais de amonio quartenario de quitosana solGveis em agua
dotados de atividade antibacteriana (COSTA-SILVA et al., 2006; AHSAN, et al., 2018).

A utilizacdo da quitosana em diferentes formulacdes, tais como pasta de dente
(Chitodent®), enxaguatério e goma de mascar, é relatada na literatura. Em todas as formas, a
guitosana apresenta acdo antimicrobiana para bactérias do grupo Streptococcus, inibe a
formagcdo de placa bacteriana e estimula a salivacdo, in vivo. Esses efeitos sugerem a
aplicacdo da quitosana como agente terapéutico e preventivo para doenca carie (SANO et al.,
2003; VERKAIK et al., 2011).

Assim, no presente estudo foram desenvolvidos dois produtos para higiente oral
biocompativeis e menos toxicos, formulados com biosurfactantes como detergentes,
espumantes e umectantes e quitosana como agente anticariogénico, com vistas ao

fornecimento de produtos comerciais seguros para as industriais.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/biopolymer
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antimicrobial
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Desenvolver produtos de higiene oral contendo biossurfactante e quitosana com vistas

ao fornecimento de produtos comerciais biocompativeis, eficazes e seguros.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Produzir e isolar biossurfactantes em meio de baixo custo previamente estabelecidos.

e Produzir e caracterizar a quitosana fangica em meio de baixo custo previamente
estabelecidos.

e Desenvolver diferentes formulacbes de um creme dental e de um enxaguatorio bucal
contendo os biossurfactantes previamente isolados e a quitosana fungica como principios
ativos.

e Determinar a atividade antimicrobiana das formula¢des dos enxaguatérios e dos cremes
dentais formulados.

e Avaliar a citotoxicidade das formulacbes dos enxaguatérios e dos cremes dentais
formulados.

e Caracterizar os cremes dentais formulados quanto a consisténcia, capacidade espumante e

potencial de reducéo do biofilme dental.
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1.3 REVISAO DA LITERATURA

1.3.1 CARIE DENTARIA E PLACA BACTERIANA

A carie € uma enfermidade bacteriana, produzida principalmente por estreptococos,
sendo uma doenca complexa e multifatorial, geralmente de natureza crbnica e progressiva
(STAMFORD et al., 2000; CHAVEZ et al., 2018). A expressédo da doenca nos dentes (lesdes de
carie) é determinada pelo equilibrio ou desequilibrio entre fatores bioldgicos protetores (como
fluxo salivar, capacidade tamponante, biofilme saudavel, flior, genética e imunidade do
hospedeiro) e fatores patogénicos que aumentam o0s riscos aos dentes (como a exposicdo
frequente a carboidratos na dieta, méa higiene bucal, biofilme cariogénico e disfuncdo salivar,
resultando em baixo pH salivar e / ou capacidade tamponante) (CHAVEZ et al., 2018).

A placa dentéria ou placa bacteriana € definida, pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), como uma entidade bacteriana proliferante com atividade enzimatica que se adere
firmemente a superficie dentaria e que por sua atividade bioquimica e metabdlica, tem sido
proposta como o principal agente etiolégico da carie dental (WHO, 1997; STAMFORD et al.,
2007; SIMON-SORO; MIRA, 2015). A placa dental é o principal fator de iniciacio e progressao
das doencas bucais (SBORDONE; BORTOLAIA, 2003; ALSHEHRI, 2017). Portanto, a
remogdo da placa € obrigatéria para evitar o acumulo de placa nos dentes e

na superficie gengival adjacente (ALSHEHRI, 2017).

Segundo Stamford et al. (2005) S. mutans constitui a maior parte da flora total de
Streptococcus da placa, sendo, no entanto, a principal bactéria cariogénica, devido as suas
caracteristicas acidogénicas e acidlricas e sua capacidade de se aderir a superficie lisa do
dente. Uzeda (2003) relata que S. mutans, S. sanguis e S. mitis sdo capazes de sintetizar
polimeros de a- glucana intracelular e extracelular, soltvel e insoluvel, pela degradacdo da
sacarose pela acdo das enzimas transferases. A glucana estabelece a ligagdo do
microrganismo de forma irreversivel ao dente, favorecendo a formagéo da placa bacteriana A
permanéncia da placa bacteriana na superficie do esmalte dentario acarreta perda de minerais
do dente, pela acdo dos acidos produzidos pelo metabolismo bacteriano, ocasionando a
instalacéo da doenca céarie (CURY et al., 2000; DAWES, 2003; SIMON-SORO; MIRA, 2015).

A superficie limpa do esmalte dentario tem predominio de mais grupo fosfato disponivel
do que ions calcio. A adesdo de moléculas nesta superficie engloba a interacdo dos grupos

fosfatos com os ions calcio da saliva para formar pontes de carga negativa (carboxil-fosfato-


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/multifactorial-disease
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/multifactorial-disease
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/fluoride
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/plaque
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/oral-disease
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1013905217301025#b0125
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/gingiva
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sulfato e acido sidlico). Os grupos com carga positiva dos componentes salivares,
principalmente glicoproteinas &cidas, interagem de maneira direta com o fosfato na superficie
do dente, formando a pelicula adquirida. A presenca elevada de grupamentos sulfato e
carboxila na pelicula adquirida aumenta a carga negativa da superficie do dente. Como as
bactérias possuem cargas negativas ao se aproximam do dente, ocorre uma repulsao elétrica,
entre a bactéria e a superficie dentaria (MALTZ, 1996; THILSTRUP; FEJERSKQOV, 2001; AL-
HASANI et al., 2016).

A formacdo da placa bacteriana dental envolve uma combinagdo de forgas fisico-
idnicas, hidrofébicas, de Van der Waals e a fixagao de hidrogénio entre a superficie dentaria e
0S componentes organicos e inorganicos da saliva. As forcas de repulséo entre a bactéria e a
pelicula adquirida séo anuladas pela acao do calcio da saliva, que forma uma ponte de ligagéo
entre o dente e a pelicula. Desta forma se formam agregados de glucoproteinas-célcio-
bactéria. A adesdo de bactérias ao dente ocorre também pela acdo de varios componentes
salivares que servem como receptores para proteinas de unido da bactéria, principalmente S.
mutans, como podemos visualizar na Figura 1. A producédo de glucanas pelas bactérias reforca
esta unido (RODRIGUES et al, 2003; SIMON-SORO; MIRA, 2015).

Figura 1. Formacdo da placa bactéria pela producdo de polissacarideo extracelular. A-
Esquema dos constituintes do processo de adesdo. 1- Pelicula adquirida, 2- Esmalte dentario,
3-Cocos, 4- Proteinas da parede celular bacteriana, 5- Glucosiltransferase, 6- Mutana, 7-
Dextrana. B- Microscopia eletrdnica de varredura x 7.000. Adesao in vitro de S. mutans (cultivo

em meio base para dextrana). co- Cocos, MO- matriz organica.
1
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Fonte: MARCANTONI (1999)
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1.3.2 PROCESSO DE DESMINERALIZACAO E REMINERALIZACAO DO ESMALTE
DENTARIO

O esmalte dentario, segundo Dawes (2003), é composto principalmente de sais de
fosfato de calcio dispostos em uma estrutura cristalina denominada hidroxiapatita. Em pH
abaixo de 5,5 os cristais de hidroxiapatita se dissolvem liberando ions calcio e fosfato para

saliva, de acordo com o0 seguinte esquema:

desmineralizacio
8H + Ca;(P0,),0H, 6(PO,) +10Ca*" +20H

Acidos Hidroxiapatita remineralizacio

O processo de desmineralizacdo e remineralizagcdo do dente é dindmico e envolve
fendbmenos fisico-quimicos. A reacdo de desmineralizacdo ocorre em pH abaixo de 5,5 (pH
critico do esmalte dentario), quando ions hidrogénio deslocam os ions de calcio e fosfato da
por¢cdo mineral, liberando-os no meio bucal (FRAUNHOFER; ROGERS, 2004; ROSTAMI et al.,
2017).

Em condicdes fisiologicas, tem se demonstrado que a saliva e a placa bacteriana
encontram-se saturadas de ions calcio e fosfato, o que favorece o estado cristalino da
hidroxiapatita do esmalte dentario (SISSONS et al., 1998). Entretanto, a producédo de &cidos
decorrentes do metabolismo bacteriano atua reduzindo o pH da placa bacteriana, em uma
velocidade maior do que a capacidade local de neutralizacéo pela saliva (BURNE, 1998). Os
acidos ligam-se as hidroxilas da hidroxiapatita, favorecendo a formacéo de fosfato de calcio e
subsequente dissolucdo do esmalte dentario (ZAURA; CATEM, 2004; AL-HASANI et al.,
2016).

Os principais acidos produzidos pelas bactérias cariogénicas, durante a fermentacao
dos carboidratos da dieta, sdo os &acidos acético, lactico e fosférico. Contudo, a
desmineralizacdo do esmalte dentario pode ocorrer também pela ingestao de alimentos acidos.
A maioria dos refrigerantes contém algum tipo de acidulante, como &cido citrico, acido fosforico
ou outros acidos orgéanicos. Esses acidos polibasicos promovem a remocao de calcio do dente
por quelacdo, como também, mantém o pH acido, pois apresentam capacidade tamp&o. O
processo de desmineralizacdo pode ser revertido com o aumento da concentracdo de ions
calcio ou pela normalizagéo do pH (SOET et al., 2000; ROSTAMI et al., 2017).
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A eficicia de produtos que interferem nas propriedades adesivas e ha coloniza¢do da
cavidade bucal por bactérias cariogénicas vem sendo realizadas com o objetivo de prevenir a
desmineralizacdo do esmalte dentario e a formacdo do biofilme dental (SANO et al., 2003;
JHAJHARIA, et al., 2015).

1.3.3. CREMES DENTAIS E ENXAGUATORIOS BUCAIS COMO FORMULACOES
PARA A HIGIENE ORAL

Os cremes dentais e 0s enxaguatérios bucais sdo os produtos mais utilizados na
higiene bucal (MARTINS et al., 2012). Na galeria de pastas de dentes e dos enxaguatoérios
bucais sdao encontradas variedades enormes, destas, com diferentes cores, sabores e
particularidades (TREVISAN, 2012). A composi¢do pode variar de uma marca para outra, mas,
mesmo que parecam diferentes, todas tém os mesmos ingredientes essenciais para garantir

uma boca saudavel e um halito fresco, conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Funcédo e quantidade dos componentes do creme dental

Componente Funcéo Quantidade (%)
Abrasivo Lixar e limpar os dentes 20-55
Corante Fornecer cor ao dentifricio 1-2
Espumante Formar espuma 1-2
Umectante Umidade e consisténcia ao creme dental 20-35
Aglutinante Une os componentes do creme dental 1-3
Edulcorante Sabor ao dentifricio 1-2
Solvente Dissolver os componentes do creme dental 15-25
Agente terapéutico Terapéutica 0-1

Adaptado de: Trevisan (2012)

As fungBes dos componentes da pasta dental e do enxaguatdrio bucal podem ser
resumidas como descrito a seguir (SILVA et al., 2001; CURY, 2002; LIMA et al., 2008; JIN et
al., 2016; ALSHEHRI, 2017; SABHARWAL; SCANNAPIECO, 2017; CHAVEZ et al., 2018):
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e Abrasivos: sd0 0s compostos mais importantes presentes nas pastas de dentes e nos
enxaguatérios. Sa8o compostos em pod, insoliveis em agua e responsaveis pela limpeza
adequada, aumentando o atrito com os dentes, raspando o filme do dente sem danifici-lo.
Esta acdo promove uma espécie de esfoliacdo da camada mais externa dos dentes,
retirando toda a placa bacteriana. Os abrasivos mais utilizados sdo carbonato de calcio
(CaCO0:s), silica hidratada, pirofosfato de célcio (Ca.P.0-), diéxido de silicio (SiO.), 6xido de
magnésio (MgO), fosfato &cido de calcio (CaHPO.), e 6xido de aluminio (Al.Os3), perlita e
silicatos. Os produtos podem conter um ou mais abrasivos. O efeito colateral relacionado
aos abrasivos é o desgaste da estrutura dentaria, podendo ser potencializado com o modo
de escovacao inadequado e o tipo de escova.

e Corantes: conferem cor ao creme dental. A clorofila € um dos mais utilizados.

e Flavorizantes: sdo Oleos com sabor que promovem um efeito refrescante. Eles
proporcionam um sabor diferente aos dentifricios, sendo os responsaveis pelo halito
refrescante que perdura ap0s a escovagdo. O efeito adverso relacionado € a
gengivoestomatite, que se apresenta com sintomas de queimag¢do na mucosa oral. Isso tem
sido atribuido a grande quantidade de 6leos aromaticos nas formulagfes dos dentifricios. Os
flavorizantes que estdo presentes com maior frequéncia nas formulagbes sdo horteld,

menta, canela e eucalipto.

o Detergentes/Espumantes: sao surfactantes que agem reduzindo a tensdo superficial da
pasta, permitindo sua entrada nas fissuras dos dentes, removendo os detritos presentes. O
detergente mais utilizado é o lauril sulfato de sddio (LSS), que tem natureza anidnica. Outro
detergente encontrado nas formula¢des dos dentifricios € o Cocoamidopropil Betaine,

menos irritante que o LSS para a mucosa bucal.

e Umectantes: tém a funcdo de impedir que o dentifricio resseque rapidamente, por reter a
sua umidade, melhorando o aspecto e a consisténcia do produto. Exemplos de umectantes

utilizados nas formulagdes séo a glicerina, o sorbitol e o polietilenoglicol.

e Aglutinantes: impedem a separagdo dos componentes liquidos e sélidos, proporcionando
estabilidade do produto ao longo do tempo, além de uma viscosidade adequada. A
carboximetilcelulose, a metilcelulose, a goma de xantana e a carragenina sdo exemplos de

aglutinantes presentes nos dentifricios.

e Edulcorantes: O edulcorante elimina o sabor insipido provocado pelos abrasivos, corrige 0

sabor amargo e irritante proporcionado pelos detergentes e disfarca o sabor dos principios
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ativos. A sacarose e outros carboidratos ndo podem ser usados como edulcorantes nos
dentifricios, porque eles sdo metabolizados por bactérias, originando acidos que podem
desmineralizar os dentes. O edulcorante mais utilizado é a sacarina sédica. O sorbitol, além

de ser umectante, tem a funcao de agente edulcorante nos dentifricios.

o Conservantes: a elevada quantidade de agua nas formulacdes dos dentifricios liquidos
acarreta frequentemente em invasdo por microrganismos, sendo necessario 0 uso de
conservantes, como benzoatos, formaldeidos e parabenzenos, para evitar a contaminagéo

por bactérias e fungos.

e Agentes terapéuticos: sdo compostos com fungdo antibacteriana. Dentre eles estéo o fluor,
o triclosan, a clorexidina e o cloreto de cetil piridineo. O flior presente nos dentifricios €
considerado a principal razdo do declinio da carie observado em muitos paises. Ele tem a
capacidade de interferir no inicio e na progressdo da doenca cérie, além de manter o
equilibrio mineral dos dentes e alterar o metabolismo de algunsmicro-organismos por
inibicdo das enzimas glicoliticas. As principais formas de flior usadas nos dentifricios s&o o
fluoreto de sédio (NaF), o monofluorfosfato de sodio (MFP) e o fluoreto estanhoso (SnF»).
Segundo o Ministério da Saude e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2000), o teor
de 1500ppm (0,15%) de flior € a concentragdo maxima permitida em qualquer formulag&o
de dentifricio. Apés um ano da data de fabricagéo, esse teor ndo deve ser menor que 600
ppm de fldor soluvel. O triclosan, presente nos dentifricios, apresenta concentracdes de 0,2
a 0,5%, é um antimicrobiano néo ibnico, de baixa toxicidade, com largo espectro de acéo
antimicrobiana, que ndo provoca desequilibrio da microbiota bucal. O seu principal sitio de
acdo € a membrana citoplasmética bacteriana. Por apresentar rapida liberacdo, sua
substantividade é baixa, porém quando associado a outros produtos, como o copolimero
poliviniimetil metacrilato e acido maléico (PVM/MA — Gantrez), o tempo de retencdo na
cavidade bucal aumenta. A clorexidina € um dicatibnico, que apresenta um grande espectro
de acdo, agindo sobre bactérias grampositivas, gram-negativas, fungos, leveduras e virus
lipofilicos. Age causando danos a membrana citoplasmética, levando a lise celular dos
micro-organismos, sendo considerada bactericida ou bacteriostatico. O cloreto de
cetilpiridineo (CPC) possui acdo bacteriostatica e bactericida contra microrganismos gram-
positivos e alguns gram-negativos. A acdo antiplaca dessa substancia esta relacionada com
a ligacdo entre cargas elétricas, a carga positiva da substancia e a negativa das células
bacterianas, que alteram a barreira osmética da membrana celular, aumentando a

permeabilidade celular.
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o Dessensibilizantes: quando expostas, as terminacfes nervosas dos odontoblastos,
localizadas nos tubulos dentinérios, passam a ser mais sensiveis a pequenos traumas e as
variacbes de temperatura, ocasionando uma maior reacdo de hipersensibilidade. Sao
exemplos de agentes dessensibilizantes o nitrato de potéssio, o cloreto de estréncio, a

arginina, o citrato de potassio, o cloreto de sédio e o hidroxido de calcio.

e Anticalculos: os dentifricios anticalculo interferem apenas no mecanismo de formacdo do
calculo dentario. Resultados significativos de reducéo de calculo tém sido observados com
dentifricios contendo pirofosfatos, gantrez ou zinco. Estudos clinicos demonstram que a
utiizacdo de dentifricios a base de pirofosfato resultam na estabilizagcdo das fases
precursoras de calcificacdo da placa bacteriana, pois o pirofosfato se une aos cristais de
calcio, inibindo a formagéo do céalculo dentario. O citrato de zinco tem acao antimicrobiana,
reduz a colonizagéo e, consequentemente, a formacao da placa bacteriana e do calculo. O
hexametafostato de sodio ajuda a prevenir a mineralizacéo do biofilme bacteriano.

e Solventes: solventes presentes na composi¢cédo dos dentifricios ou dos enxaguatorios sédo a
agua e o alcool. Eles séo responséaveis pela disperséo ou solubilizagdo dos componentes da

férmula, proporcionado uma consisténcia desejada e mantendo o produto fluido.

O incentivo ao consumo indiscriminado de enxaguatorios deve ser criticado. Observa-se
um grande investimento na indugdo ao uso do produto. E € importante dizer que, ao contrario
da pasta, da escova e do fio dental, o enxaguatério ndo tem indicagdo universal. E preciso
concentrar a utilizagdo para casos especificos, como poés-cirurgia. Além de n&o ser essencial &
saude oral, o uso frequente de enxaguatdrios bucais com alcool aumenta os riscos de cancer
de boca e da faringe. O alcool presente nos enxaguatorios contribui para o aumento das taxas
de cancer oral de forma similar as bebidas alcodlicas --e sabe-se que o alcool € o segundo
fator de risco para a doenca, depois do tabagismo, aumentando de cinco a nove vezes 0s
riscos. Dentistas recomendam o uso de enxaguatérios apOs cirurgias, raspagem de dente,
casos de alta incidéncia de carie, doencas da gengiva e para pessoas que ndo tém
coordenacdo motora para realizar uma boa escovacdo (MOTA et al., 2004; PATEL;
GALLAGHER; CHAPPLE, 2018).

A despeito das propriedades dos cremes dentais e dos enxaguatérios bucais na
profilaxia da céarie, muitos dos componentes dessas formula¢gfes sao toxicos. O fllor, por ser
uma substancia reativa, pode causar efeitos adversos no organismo, a nivel 0sseo e

neuroldgico, dependendo da concentracdo ingerida, sendo considerado téxico a partir de
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10mg/dia. No Brasil é considerado como padrdo oOtimo para administracdo o fldor na
concentracdo de 0,7 ppm. Outra substancia usada no controle do biofilme dental, com melhor
efeito antimicrobiano e amplo espectro de acéo, é a clorexidina, detergente catidnico, da classe
das biguanidas. Infelizmente, o uso da clorexidina € limitado pelos efeitos adversos
relacionados, como manchas nos dentes, restauracdes, préteses e lingua, alteracbes do
paladar, principalmente para o sal, formacéo de calculo supragengival e, raramente, tumefacdo
reversivel nos labios ou glandulas parétidas, descamacdes na mucosa oral, urticaria, dispneia
e choque anafilatico (ZANATTA; da MOTA, 2007; SABHARWAL; SCANNAPIECO, 2017).

Com relagéo aos corantes azuis FD&C Blue Dye # 1 & 2, estudos recentes indicam que
estes corantes trazem problemas de comportamento, aprendizado, e saude, incluindo cancer.
Ainda que n&o ocorra a ingestdo de creme dental, estes produtos sdo absorvidos em segundos
apenas, através dos labios ou da membrana mucosa oral, especialmente a sublingual. Estes
agentes carcinogénicos entram na corrente sanguinea rapidamente. O triclosan, de acordo
com a USEPA (United States Environamental Pollution Agency) € um pesticida perigoso de alto
risco para a saude humana e ambiental. A exposicdo prolongada ou uso frequente de uma
série de pesticidas podem causar danos ao figado, rins, coracdo e pulmdes, supressdo do
sistema imunolégico e hemorragias cerebrais. A silica hidratada, por sua vez, é um abrasivo
gue danifica o esmalte dental e impede a remineraliza¢do natural do dente. A sacarina sodica
ou ciclamato monossédico sdo adocantes artificiais altamente cancerigenos. O Hipolaurilsulfato
de sédio (SLS) constitui o ingrediente mais perigoso. Também encontrado em xampus, 0 SLS
pode prejudicar o desenvolvimento normal dos olhos, causar cataratas em adultos, dificultar
curas e danificar e enfraguecer o crescimento do cabelo (STEINMAN; EPSTEIN, 1995;
MATHEW, 2015; WILSON; CONWAY, 2016).

1.3.4 POLIMEROS E BIOPOLIMEROS

Os polimeros sdo macromoléculas de massa molecular elevada que consistem em
unidades estruturais repetidas derivadas de seus respectivos monémeros, (ROCAYA et al.,
2018) ligadas entre si, predominantemente, por ligacdes covalentes (PITTY; BOING; BARRO,
2011). A origem dos polimeros € uma classificacdo bem relevante que leva a dois grandes
grupos de polimeros, naturais e sintéticos. Os polimeros naturais séo aqueles sintetizados pela
natureza e os polimeros sintéticos sdo sintetizados pelo homem (CANEVAROLO JR., 2006;
COSTA et al.,, 2017). Nos paises em desenvolvimento, a poluicdo ambiental por polimeros

sintéticos tem provocado uma série de danos. Como resultado, esfor¢os tém sido feitos para
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resolver estes problemas acrescentando aos polimeros a biodegradabilidade através de

pequenas modificacdes nas suas estruturas (BRITO et al., 2011).

Os hiopolimeros séo polimeros ou copolimeros derivados de plantas (amido, celulose,
outros polissacarideos e proteinas), produtos animais (proteinas e polissacarideos),
produtos microbianos (polihidroxibutirato) e polimeros sintetizados quimicamente a partir
de mondmeros naturalmente derivados (&cido polilactico) (KUMAR; KAUR; BHATIA, 2017).
Observa-se um aumento no uso de polimeros naturais biodegradaveis devido as suas
numerosas caracteristicas biolégicas e com a acao de micro-organismos de ocorréncia natural
como bactérias, fungos e algas, podem ser consumidos em semanas ou meses sob condi¢bes
favoraveis de biodegradacgdo (VIEIRA et al., 2011). Os polimeros naturais, e em particular os
polissacarideos, atrairam a atencdo de inUmeros pesquisadores nas Ultimas décadas, entre
eles, podemos citar o quitosana, um biopolimero modificado obtido a partir da quitina (VARMA
et al., 2004; KURITA, 2006, CRINI et al., 2017).

1.3.4.1. QUITINA E QUITOSANA

Quitina e quitosana sao copolimeros naturais (CANELA; GARCIA, 2001; SIGNINI, 2002;
SILVA et al., 2009; COSTA et al., 2017). A quitina, o segundo polimero natural mais importante,
€ um polissacarideo que consiste de uma ligacdo B (1 —4), obtida normalmente de camardes
marinhos, crustaceos e caranguejos. E baixa em toxicidade, biodegradavel, antibacteriana ,
hidrofilica e possui boa afinidade por proteinas. A quitosana é o derivado mais importante da
quitina, que é feita tratando as conchas de crustaceos com o hidréxido de soédio alcalino
(por acetilacdo da quitina), € composta principalmente de B- (1-4) -2-amino- 2-desoxi-
Dglucopiranose unidades de repeticdo com lotes de amino livre (-NH > ) e grupos hidroxilo (-
OH) servem como os locais de reacéo (Figura 2) (NASEERUTEEN et al., 2018).

A quitina esta disponivel abundantemente no exoesqueleto de crustaceos, insetos e
varios fungos. A extracdo de quitosana da quitina envolve um mecanismo de desacetilacdo
envolvendo a eliminacdo do grupo acetila via tratamento da quitina com hidroxido de sddio
concentrado por um longo periodo deixando apenas a amina (-NH ;). A estrutura da quitosana
apresenta muita semelhanca com a de celulose, diferindo apenas pela presenca da hidroxila (-
OH) no lugar da amina (-NH) ) (AHMED et al., 2018). De acordo com o grau médio de
acetilacdo (GA) pode-se obter quitosanas com propriedades fisico-quimicas diferenciadas com
relacdo aos parametros de solubilidade e viscosidade (STAMFORD-ARNAUD et al., 2010). E
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dificil a obtencdo de quitosana com alto grau de desacetilacdo, pois na medida em que este
aumenta a possibilidade de degradacdo do polimero também aumenta (COSTA-SILVA et al.,
2006; COSTA et al., 2017).

A quitosana possui propriedades especificas que revelam seu potencial para inUmeras
aplicacbes em varios produtos comerciais (HAMMAN, 2010). Este biopolimero tem grande
potencial para fornecer materiais de adsorcédo ou afinidade devido a sua abundéancia de sitios
de reacdo, que podem adsorver, quelar ions metalicos e interagir com moléculas
bioativas. Além disso, a biocompatibilidade, a biodegradabilidade e nado toxicidade
(NASEERUTEEN et al., 2018), apresenta alta bioatividade; atividade antimicrobiana e
habilidade em formar gel e filme.

Estas propriedades peculiares conferem uma variedade de aplicacbes para a quitosana,
tais como: carreador de drogas de liberacdo controlada (HAMMAN, 2010), antibacteriano
(FENG; XIA, 2011) e antiacido (SHIBASAKI; KUMAGAI, 2018.); inibe a formacdo de placa
bacteriana e descalcificagdo do esmalte dentério (SANO et al., 2003; STAMFORD-ARNAUD et
al., 2010), promove a osteogénese, tem acdo absorvente de gordura (CRAVEIRO et al., 1998)
e promove a cicatrizacao de Ulceras e les6es (MAIA et al., 2006).

As propriedades fisico-quimicas da quitosana sdo afetadas por varios fatores, ou seja,
grau de desacetilagdo, peso molecular, etc (AHMED et al., 2018), uma vez que fontes de
obtencdo distintas (crustaceos, fungos, moluscos), processos diferentes de extracdo e
purificacdo causam alteracdes (COSTA-SILVA et al., 2006; COSTA et al., 2017). Uma das
caracteristicas importantes da quitosana é a sua versatilidade estrutural devido a presenca de
aminoécidos reativos e grupo hidroxila na cadeia molecular. Devido a presenca de dois grupos
hidroxilo (posicdo C-3 e C-6) e um grupo amina (posicao C-2) em cada unidade de repeticéo,
torna-se flexivel para modificagdo quimica. Diferentes novos materiais de suporte biolégico a
partir de quitosana podem ser fabricados através de alteragdo de superficie e liofilizagdo. A
quitosana oferece a vantagem de ser facilmente processavel em diferentes formas funcionais,
tais como géis, nanofibras, membranas, contas, nanofibrilas, nanoparticulas, microparticulas,

estruturas de suporte e estrutura esponjosa (AHMED et al., 2018).

O grau de desacetilagdo (GD) é definido como a fracdo de grupos amino na cadeia
polimérica. Este parametro juntamente com a massa molar sdo caracteristicas determinantes
das propriedades fisico-quimicas deste polissacarideo (COSTA et al.,, 2012; VARUN et al.,
2017).
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Existem varios métodos para a sua determinacdo dentre eles a analise elementar, a
titulagcdo potenciométrica, espectroscopia no infravermelho, no ultravioleta. A ressonéancia
magnética nuclear de H é uma técnica simples onde uma pequena quantidade da amostra e
dissolvida em &cido cloridrico deuterado resultando em uma solugéo viscosa. O RMN H Ié os
picos referentes aos protons do grupo acetoamido da quitina e 0s outros prétons, exceto o
préton do carbono anomérico (STAMFORD-ARNAUD et al., 2010).

Dentre as varias aplicagbes da quitosana, destaca-se o0 emprego na indUstria
farmacéutica, mais especificamente relacionada com a clinica odontoldgica. Este polimero é
usualmente obtido na forma de floco ou em po, ndo possui porosidade elevada e é soluvel em
meio acido. Outras formas de apresentacdo da quitosana, como em gel, esponja, pasta e
solugéo, vém sendo estudadas (STAMFORD et al., 2007; COSTA et al., 2017).

A producdo de biomateriais a base de quitosana tem sido foco de varias pesquisas,
visto que este biopolimero e seus derivados tem se mostrado agentes promissores no
tratamento e prevencdo de diversas patologias por apresentarem inUmeras acdes celulares
(VENKATESAN; KIM, 2010; CHEUNG et al., 2015).

Figura 2. Estrutura quimica da quitina e da quitosana

H oH
QUITOSAMNA

Fonte: adaptado de (JAYAKUMAR, 2010; CHEUNG et al., 2015)
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1.3.4.2. Atividade antimicrobiana da quitosana

Uma das caracteristicas mais interessantes da quitosana € a sua atividade
antibacteriana e antifingica e, juntamente com seu excelente perfil de segurangca em humanos,
atraiu atencao consideravel em varias disciplinas de pesquisa. A atividade antimicrobiana da
quitosana depende de varios fatores, incluindo o seu peso molecular, grau de desacetilacéo,
grau de substituicao, forma fisica, bem como propriedades estruturais da parede celular dos
micro-organismos alvo (PERINELLI, et al., 2018). Este glicosaminoglicano apresenta atividade
antimicrobiana para varios microrganismos patdgenos, destacando-se sua atuacao contra
bactérias gram-positivas e diversas espécies de Candida (YADAV; BHISE, 2004). Supde-se
gue a quitosana age na parede celular do micro-organismo modificando o potencial elétrico da
membrana celular (CHUNG et al., 2004). Este polissacarideo também age potencializando
outras drogas de inibicdo, como o gel de clorexidina, uma vez que aumenta o tempo de

permanéncia da droga no local de agdo (HAMEDI et al., 2018).

A acédo antimicrobiana da quitosana e de seus derivados sofre influéncia de fatores, que
dependendo do papel desempenhando podem ser classificados em quatro categorias
principais: fatores microbianos (espécies microbianas, idade da célula); fatores intrinsecos da
quitosana (densidade de cargas positivas, peso molecular, caracteristicas
hidrofilicas/hidrofébicas, capacidade quelante); fatores estados fisicos (estado solavel e sélido)

e fatores ambientais (pH, for¢cas iénicas, temperatura, tempo) (ALI; AHMED, 2018).

O mecanismo de acdo antimicrobiano da quitosana ainda ndo estd totalmente
elucidado, sendo véarios mecanismos de agdo sdo sugeridos na literatura. Alguns autores
relatam que os grupos aminicos da quitosana em contato com fluidos fisiologicos séo
protonados e se ligam a grupos anidnicos dos microrganismos, resultando na aglutinacdo das
células microbianas e inibicdo do crescimento. Por outro lado, Yadav e Bhise (2004) reportam
gue ao interagir com a célula bacteriana, a quitosana, promove deslocamento de Ca*" dos
sitios anibnicos da membrana, avariando-os. Outros estudos sugerem que a acao
antimicrobiana esta intimamente relacionada as propriedades fisico-quimicas do polimero e as
caracteristicas da parede celular do microrganismo (COSTA-SILVA et al., 2006; ALI; AHMED,
2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/antibacterial-activity
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/antibacterial-activity
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/pharmacovigilance

Farias, J.M. Formulacao de produtos de higiene oral a base de biossurfactante e quitosana 35

1.3.4.3. Quitosana na area odontoldgica

O gel de quitosana obtido pela diluicdo do polimero em acido acético tem sido sugerido
como material preventivo e terapéutico para carie dentaria (TARSI et al., 1997; SANO et al.,
2002; PAUL; GARBA; JAMES, 2018). Na prevencdo de cérie, estudo, in vivo, com solugéo
bochecho contendo quitosana confirmou a eficicia deste produto para higiene oral, reduzindo a
formagéo de placa bacteriana (SANO et al., 2003; HAMEDI et al., 2018).

Estudos de associacao da quitosana com materiais dentarios, tais como tetrafluotileno e
hidroxiapatita sugerem, que a quitosana aumenta a biocompatibilidade dos materiais, favorece
a migracao celular e inibe a adsorcdo de bactérias orais (S. sanguis, S. mutans, S, mitis, S.
salivarius) ao dente. Em todas as formas a quitosana apresenta acdo antimicrobiana para
bactérias do grupo Streptococcus, inibe a formacéo de placa bacteriana e estimula a salivagéo,
in vivo. Esses efeitos sugerem a aplicacdo da quitosana como agente terapéutico e preventivo
para doenca céarie (TARSI et al., 1997; 1998; VERKAIK et al., 2011; ALI; AHMED, 2018).

A quitosana, devido as suas varias aplicagbes biomédicas, variando de suas
propriedades bioadesivas, viscosas, permeabilizantes, antimicrobianas e anticariogénicas,
regenerativas, suscetibilidade a facil tratamento quimico e biocompatibilidade, também pode
ser usada no tratamento de tecidos danificados da cavidade oral. A sua capacidade
antibacteriana e de inducdo de regeneragcdo e potencial no tratamento de doencas
perioddnticas/candidiases orais/mobilidade dentéria e na reducéo da placa dentaria, suportada
pela alta biocompeténcia, faz com que seja um biomaterial promissor na medicina, incluindo a
odontologia (DECKER et al., 2005; TAVARIA, 2013; AHSAN et al, 2017).

1.3.4.4. Aplicagdes industriais da quitosana

A natureza policatitiva da quitosana em meio acido (nenhum outro polimero natural
possui esta propriedade) e sua grande versatilidade abre caminho a inUmeras aplicacbes
(CRINI et al., 2017). Esse biopolimero tem um alto potencial em véarias areas como no
tratamento de agua, na agricultura, como biopesticidas, na producéo de vinho como agente de
cura, como tratamento de cicatrizacdo de feridas e no campo da medicina, a pesquisa estd em

andamento para uso com genes e reparo 6sseo (SMETS; RUDELSHEIM, 2018).

Pode ainda ser aplicada em corantes, compostos fendlicos e como membrana em

processos de purificacdo; material de embalagem, estabilizantes e anti-colesterol na industria
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alimenticia (ZARGAR; ASGHARI; DASHTI, 2015), industria alimentar (fibras dietéticas, redutor
de colesterol, conservante, fungicida e bactericida, revestimento para frutos), cosmética
(esfoliante para a pele, tratamento do acne, hidratante capilar, creme dental) e biofarmacéutica
(imunolégico, antitumoral, hemostético e anticoagulante). No entanto, a sua maior aplicagédo é
na area biomédica (suturas cirlrgicas, implantes dentarios, reconstituicdo éssea, lentes de
contato, liberacdo controlada dos medicamentos, encapsulamento de materiais) (AZEVEDO et
al., 2007; TAVARIA, 2013; HAMEDI et al., 2018).

1.3.5 BIOSSURFACTANTES

Os surfactantes sao agentes anfifilicos, atraidos simultaneamente pelas fases hidrofilica
e hidrofobica (GEETHA; BANAT; JOSHI, 2018). Eles se dividem preferencialmente na interface
entre fases fluidas com diferentes graus de polaridade. Essas moléculas reduzem a tensao
superficial e tenséo interfacial e criam microemulsdes. A porcédo apolar é frequentemente uma
cadeia hidrocarbonada, enquanto a por¢ao polar pode ser idnica (catibnica ou anidnica), ndo-
ibnica ou anfotérica (Figura 3) (TAZDAIT et al., 2018; SILVA et al., 2014).

Figura 3. Estrutura da micela
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Fonte: adaptado de (UENO et al., 2016)

Os surfactantes quimicos sdo um dos compostos amplamente utilizados em diferentes
setores como, agregado familiar, limpeza, impressédo e campo de petréleo como agente EOR.

Eles s&o divididos em vérios grupos com base na carga, polaridade, tamanho, etc. Com base


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/surfactant
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nas cargas de superficie, os surfactantes sdo divididos em trés grupos principais - anibnico,

cationico e ndo-ibnico (GEETHA; BANAT; JOSHI, 2018).

A eficiéncia de um surfactante é determinada pela habilidade de reduzir a tenséo
superficial, que é a forca de atracdo existente entre as moléculas dos liquidos (SANTOS et al.,
2016). Eles reduzem a tensdo interfacial Oleo-agua ao orientar a interacdo de grupos
hidrofilicos com a fase aquosa e os grupos hidrofébicos com 6éleo, e deprimindo a coalescéncia
formando micro-emulsdes estaveis. Tais microemulses ocorrem espontaneamente e
dependem principalmente do tipo e estrutura do surfactante (DOSHI; SILLANPAA; KALLIOLA,
2018). Bons surfactantes conseguem reduzir a tenséo superficial da agua de 72 mN/m para 35
mN/m e a tensao interfacial (tensédo entre liquidos polares e apolares) da agua e n-hexadecano
de 40 mN/m para 1 mN/m (SANTOS et al., 2016).

A tensdo superficial diminui quando a concentracdo de surfactante no meio aquoso
aumenta, ocorrendo a formacdo de micelas, que sdo estruturas agregadas com as porcoes
hidrofilicas posicionadas para a parte externa da molécula e as por¢des hidrofébicas para a
parte interna. A concentragdo de micelas € conhecida como a Concentracdo Micelar Critica
(CMC). Esta concentracdo corresponde ao ponto em que 0 agente tensoativo registra o menor
valor de tenséo superficial estavel, ou seja, corresponde a minima concentracdo de surfactante
necessaria para que a tensdo superficial seja reduzida ao maximo. Quando a CMC ¢ atingida,
varias micelas séo formadas (Figura 4) (CAMPOS et al., 2013; SANTOS et al., 2016).

Figura 4. llustracédo das regides em que ocorre a formacéo de micelas (Concentracdo Micelar

Critica — CMC)
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Fonte: adaptado de (SANTOS et al., 2016)
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A maioria dos surfactantes produzidos atualmente é quimicamente derivada de petréleo.
No entanto, estes agentes tensoativos sintéticos sao geralmente téxicos e dificiimente
degradados por micro-organismos. Eles séo, portanto, uma fonte potencial de contaminacéo e
danos para o meio ambiente. Estes perigos associados tém, nos ultimos anos, atraido a
comunidade cientifica a buscar alternativas de obtencéo de surfactantes mais compativeis com
0 meio ambiente, como é o caso da producdo microbiana de surfactantes (biossurfactantes)
(VIJAYAKUMAR; SARAVANAN, 2015).

Aliado ao interesse cientifico, a preocupacdo ambiental entre os consumidores,
combinada a novas legislagbes de controle ambiental tém levado ao desenvolvimento de

surfactantes naturais como alternativa aos produtos existentes.

Os biossurfactantes sdo agentes ativos de superficie biologicamente produzidos por
seres humanos (surfactante pulmonar), plantas e micro-organismos, que, COmMoO suas
contrapartes quimicas, podem ser classificados com base na carga superficial e na massa
molecular (GEETHA; BANAT; JOSHI, 2018) e tém despertado interesse industrial em func¢éo
de suas caracteristicas vantajosas, como diversidade estrutural, toxicidade reduzida, maior
biodegradabilidade, capacidade de acdo em ambientes extremos de pH, temperatura e
salinidade, maior seletividade, menor CMC e habilidade de serem produzidos a partir de fontes
renovaveis/residuos industriais e de subprodutos. A CMC dos biossurfactantes, ou seja, a
menor concentracdo capaz de reduzir ao maximo a tenséo superficial da dgua, que é de 72
mN/m, normalmente varia de 1 a 200 mg/l, enquanto que as tensdes superficiais e interfaciais
estdo em torno de 30 mN/m e 1 mN/m, respectivamente. J4 as massas molares se encontram
entre 500 a 1500 Da (BURGHOFF, 2012).

Os biossurfactantes sdo classificados em cinco grupos principais: glicolipidios (por
exemplo, ramnolipideos, soporolipidios, trealfolipideos), lipopeptideos (por
exemplo, surfactinas, liquenolisinas, iturinas, fengicinas), fosfolipidios (por  exemplo,
fosfatidiletanolamina), acidos graxos (por exemplo, acidos corinomudlicos) e biossurfactantes
poliméricos (por exemplo, emulsion, liposan). Bacillus sp., Pseudomonas sp., Rhodococcus sp.,
Leveduras (Candida sp.) e Acinetobacter sp., sdo alguns dos microrganismos mais conhecidos
pela producdo de biossurfactantes (GEETHA; BANAT; JOSHI, 2018). Propriedades como
detergéncia, emulsificacdo, lubrificacdo, capacidade espumante, capacidade molhante,
solubilizacdo e dispersdo de fases sao caracteristicas importantes em um biossurfactante, as
quais tornam possivel a utilizacdo desses agentes em diferentes setores industriais (ALMEIDA
et al., 2016).
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Os primeiros estudos na area dos biossurfactantes ocorreram na década de 80 e, desde
entdo, as pesquisas permitiram o desenvolvimento e a comercializacdo de dois produtos: a
Surfactina, uma lipoproteina produzida pela bactéria Bacillus subtilis, e os Raminolipideos,
grupo de glicolipideos produzidos pela bactéria Pseudomonas aeruginosa comercializados pela
Jeneil Biosurfactants Company (USA) (SANTOS et al., 2016).

A maioria dos biossurfactantes conhecidos é produzida em substratos insollveis em
agua como hidrocarbonetos sélidos e liquidos, 6éleos e gorduras, embora muitos tenham sido
obtidos a partir de substratos soluveis (PACWA-PLOCINICZAK et al.,, 2011; GEETHA;
BANAT; JOSHI, 2018). A disponibilidade e o tipo de matéria-prima podem contribuir
consideravelmente para a redugcédo do custo de producdo dos biossurfactantes. Estima-se
gue a matéria-prima represente de 10 a 30% do custo total de um produto biotecnolégico,
enquanto que as etapas de purificagdo contribuem com 60% do processo (SARUBBO et al.,
2015). Por outro lado, milhdes de desperdicios em residuos poluentes sédo jogados a cada
ano por todo o mundo. O tratamento e a remoc¢édo destes residuos também representam um
alto custo para varias industrias (MARCHANT; BANAT, 2012).

Nesse sentido, os residuos industriais tém despertado grande interesse dos
pesquisadores como substratos de baixo custo para a producdo de biossurfactantes. Muitos
biossurfactantes tém sido produzidos a partir de substratos agroindustriais, renovaveis e de
baixo custo. Oleos vegetais, residuos de fritura de dleos vegetais, residuos de destilaria de
Oleos, residuos da industria de laticinios (soro de leite), melago de cana e glicerina tém sido
citados na literatura (SANTOS et al., 2016).

Os residuos gerados a partir das refinarias de 6leos vegetais e laticinios contém grande
quantidade de gorduras / gorduras e 6leos que faz com que tais aguas residuais ndo sejam
facilmente degradadas. Os niveis elevados de gorduras e 6Oleos em estes efluentes podem,
ainda, causar poluicdo bruta de terra e agua, devido a sua alta demanda bioquimica de
oxigénio (DBO) e demanda quimica de oxigénio (COD) (VESHAREH et al., 2018) Além disso, 0
elevado teor de gorduras e 6leos frequentemente interfere com o procedimento normal de
tratamento de aguas residuais, resultando em aumento significativo do custo do processo e do
tempo. Assim, a remocao ou o pré-tratamento destas gorduras e 6leos é necessario antes de
se submeter o efluente as operacdes de tratamento bioldgico. Um grande nimero de métodos
de pré-tratamento sdo empregues para remover gorduras e Oleos destas aguas residuais

(CHAPRAO et al., 2018).
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Esses tratamentos incluem separadores de placas inclinadas, sistemas de flotacao por
ar dissolvido e outros métodos de tratamento fisico-quimicos. No entanto, o custo destes
métodos é considerado alto e a eficiéncia e remoc¢ao de gordura e 6leo nhormalmente é limitada
(CAMMAROTA; FREIRE, 2006; FELIX et al., 2019). H& poucos relatos disponiveis para
degradacéo de gorduras e 6leos por hidrdlise alcalina/acida/enzimética, e esses métodos ainda
nao sdo muito rentaveis. Métodos alternativos para lidar com o elevado conteudo de gorduras e
6leos em aguas residuarias tais como a utilizacdo de surfactantes visa facilitar a biodegradacéo
de gorduras e Oleos principalmente através do aumento da sua solubilidade. De fato, a
utilizacdo de surfactantes para facilitar a emulsificagcdo e remocéo de 6leos de aguas residuais
tem sido explorada e usada com sucesso para o tratamento de lavagem de aguas residuais.
(CHAPRAO et al., 2018).

A selecdo do substrato, entretanto, depende da selecdo de residuos com um balanco
de nutrientes adequado para o crescimento do micro-organismo e a producdo de
biossurfactante. Os residuos industriais com elevado valor de carboidratos ou lipidios
encontrados sdo elementos necessarios para 0 uso como substratos para producdo de
biossurfactantes (SANTOS et al., 2016).

A possibilidade de producédo dos biossurfactantes a partir de substratos renovaveis e de
diferentes espécies microbianas, além da possibilidade de variacdo de iniUmeros parametros
culturais como tempo de cultivo, velocidade de agitacdo, pH do meio e nutrientes adicionados,
possibilita a obtencdo de compostos com caracteristicas estruturais e propriedades fisicas
distintas, 0 que os tornam comparaveis ou superiores aos surfactantes sintéticos em termos de
eficiéncia, embora os custos de producdo ainda ndo permitam uma maior competitividade com
os similares sintéticos (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011; CHAPRAO et al., 2018).

Outra condicdo essencial para o uso de biossurfactantes é que eles possam ser
produzidos por micro-organismos nao patogénicos. Além disso, eles podem ser produzidos
através da utilizacdo de matérias-primas fermentativas de baixo custo tais como gordura
animal, soro de queijo desproteinizado, melaco de soja, 6leo residual de fritura, etc., a fim de
reduzir o seu custo de producdo (SANTOS et al.,, 2016). Sdo considerados uma alternativa
ecoldgica aos tensoativos quimicos para inimeros produtos comerciais, incluindo detergentes
e produtos de limpeza, produtos para cuidados pessoais, cosméticos, téxteis, tintas,
mineracdo, celulose, na limpeza de derramamento de 6leos, na remoc¢ao de residuos de 6leo
de armazenamento de tanques, na recuperacao de petréleo, dispersantes para biorremediacao

de solos e da 4gua e terapéuticos, aditivos alimentares, emulsificantes, produtos farmacéuticos
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e em novas aplicacbes, como a nanotecnologia (ALMEIDA et al., 2016; PERFUMO; BANAT;
MARCHANT, 2018).

Nesse sentido, € de fundamental importancia o desenvolvimento de estratégias que
permitam a producdo e consequente aplicacdo dos biossurfactantes em escala industrial. Os
substratos de baixo custo, a selecdo de micro-organismos superprodutores e o
aprimoramento dos processos de purificacdo tém sido utilizados com essa finalidade
(MARCHANT; BANAT, 2012).

Mais recentemente, numerosas investigacdes levaram a descoberta de propriedades
biol6gicas e quimicas dos biossurfactantes para aplicagbes em produtos farmacéuticos. Em
particular, a capacidade de perturbar a integridade das membranas microbianas, levando a lise
celular e ao vazamento de metabdlitos, bem como sua propensédo em se dividir nas interfaces,
modificando as propriedades superficiais e afetando a adesdo de micro-organismos, séo
funcdes importantes para a aplicacdo desses agentes no tratamento antimicrobiano e como
agentes anti-biofilme. Além disso, resultados experimentais sugerem que biossurfactantes séo
atoxicos ou menos toxicos quando comparados com surfactantes sintéticos, uma caracteristica

valiosa para as aplicag6es na biomedicina (FRACCHIA et al., 2015).

1.3.5.1 Atividade antimicrobiana dos biossurfactantes

A classe mais comumente relatada de biosurfactantes com atividade antimicrobiana sédo
os lipopeptideos (MARCHANT; BANAT, 2012). A atividade antimicrobiana dos biossurfactantes
lipopeptidicos se deve a capacidade desses se auto-associarem e formar agregados micelares
dentro da membrana lipidica. Devido a estas propriedades, os lipopeptideos normalmente
causam ruptura da membrana, aumento da permeabilidade da membrana, liberacdo de
metabolitos e lise celular. Além disso, alteracbes na estrutura da membrana e destruicdo de
conformacfes protéicas alteram as funcdes vitais da membrana, incluindo a geracédo e o
transporte de energia (FRACCHIA et al., 2015).

No que se refere ao modo de acao dos biossurfactantes glicolipidicos, a exposi¢do de
micro-organismos provoca uma resposta multi-componente das células bacterianas
caracterizada pela reducdo do teor total do lipopolissacarideo celular, aumento da
hidrofobicidade celular e alteragdes nas proteinas da membrana e da morfologia superficial. Da
mesma forma, a atividade antimicrobiana envolve mecanismos que causam desestabilizacéo e
alteracéo da permeabilidade da membrana celular (SILVA, 2014; FRACCHIA et al., 2015).
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Os lipopeptideos antimicrobianos incluem surfactina, iturina, fengicina, micosubtilinas e
bacillomicinas produzidas por Bacillus subtilis (VATER et al., 2002), lipopeptideos ciclicos como
a daptomicina, de Streptomyces roseosporus (BALTZ et al., 2005), polimixina B, pumilacidina e
liquenisina produzida por Bacillus Polymyxa, Bacillus pumilus e Bacillus licheniformis,
respectivamente (LANDMAN et al., 2008) e finalmente a viscosina, de Pseudomonas (SAINI et
al., 2008). Glicolipideos também foram relatados por exibir atividade antimicrobiana; em
particular, os raminolipideos de P. aeruginosa (BENINCASA et al., 2004) os soforolipideos de
Candida bombicola (KIM et al., 2002; DE RIENZO et al., 2015) e os lipidios do tipo
manosileritritol (MEL-A e MEL-B) de Candida antarctica (KITAMOTO et al., 1993).

Mais recentemente, um lipopeptideo produzido por B. licheniformis M104 foi investigado
como agente antimicrobiano contra bactérias gram-positivas (B. subtilis, B. thuringiensis, B.
cereus, S. aureus e Listeria monocytogenes), bactérias gram-negativas (P. aeruginosa,
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae) e C.
albicans (ZAKARIA, 2013). Todos o0s micro-organismos testados, com excecdo de L.
monocytogenes e K. pneumoniae, foram afetados pelo biossurfactante, sendo o S. aureus o
mais susceptivel. O efeito antimicrobiano do lipopeptideo foi dependente do tempo e da
concentragdo. Verificou-se também que o lipopeptideo 6-2 produzido por Bacillus
amyloliquefaciens possui uma atividade antiflngica interessante contra C. albicans,
Metschnikowia bicuspidate, C. tropicalis, Yarrowia lipolytica e Saccharomyces cerevisiae
(SONG et al., 2013).

Samadi et al. (2012) avaliaram algumas atividades biol6égicas de mono e di-
raminolipideos produzidos por P. aeruginosa MN1 e relataram que a fracdo mono-
raminolipidica era um agente antibacteriano mais potente do que a fragdo di-raminolipidica, em

particular, contra bactérias gram-positivas que foram inibidas a uma concentragéo de 25 yg/mL.

Soforolipideos de C. bombicola inibiram o crescimento de bactérias gram negativas e
positivas com concenttracdo minima inibitéria (CMI) de 30 e 1 g/mL apods 2 e 4 horas de
contato, respectivamente, para E. coli (ATCC 8739) e P. aeruginosa (ATCC 9027) e 6 e 1 g/mL
para S. aureus (ATCC 6358) e B. subtilis (ATCC6633), respectivamente, apés 4 horas de
contato (JOSHI-NAVARE; PRABHUNE, 2013). Em outros trabalhos, Luna et al. (2012) e Rufino
et al. (2011) demonstraram a atividade antimicrobiana de dois biosurfactantes derivados,
respectivamente, de Candida sphaerica UCP0995 e Candida lipolytica UCP 0988, contra
estirpes gram-positivas como Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, Streptococcus

agalactiae, S. epidermidis, Streptococcus Oralis e contra C. albicans.
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Apesar do elevado nimero de publicacdes que descrevem a atividade antimicrobiana
dos biossurfactantes e das patentes relacionadas com a sua utilizacao, as aplicacdes reais nas
industrias farmacéuticas, biomédicas e de higiene permanecem limitadas (FRACCHIA et al.,
2014). Alguns lipopeptideos atingiram um status de antibiético comercial, como as
equinocandinas (NGAI et al., 2011), a micafungina (FRACCHIA et al., 2014), a anidulafungina
(GEORGE; REBOLI, 2012) e a daptomicina (ROBBEL; MARAHIEL, 2010).

A daptomicina, um lipopeptideo ciclico ramificado isolado de culturas de S. roseosporus
e produzido pela Cubist Pharmaceuticals sob o home Cubicin® (ROBBEL; MARAHIEL, 2010),
foi aprovado em 2003 para o tratamento de infec¢bes cutdneas causadas por MRSA e outros
patdégenos gram-positivos e em 2006 pela endocardite E, bacteremia geralmente causada por
S. aureus. A daptomicina também apresentou uma forte atividade antibacteriana contra outros
agentes patogénicos importantes, tais como Streptococcus pneumoniae resistente a penicilina,
Staphylococcus coagulase-negativo (SNC), S. aureus susceptivel ao intercepto de
glicopeptideo (GISA) e Enterococci resistente a vancomicina (VRE) (TALLY et al., 1999; YAN
et al, 2019).

1.3.5.2. Biossurfactantes como agentes anti-adesivos e inibidores de biofilmes

Os biosurfactantes surgiram recentemente como uma nova geracao de agentes anti-
adesivos de maior biocompatibilidade. Os biossurfactantes tém demonstrado capacidade de
interromper a formacdo de biofilmes, controlando a interacdo microbiana com interfaces e
alterando a condigdo quimica e fisica dos ambientes de biofiimes em desenvolvimento
(RODRIGUES et al., 2006; KIRAN et al., 2010; SATPUTE et al., 2018).

As taxas iniciais de micro-organismos que aderem as superficies sao determinados por
interacbes complexas de hidrofobicidade (energias interfaciais livres), presenca de locais
receptores especificos nas superficies celulares microbianas, interacées eletrostaticas e tipos
de biosurfactantes produzidos. A formacao de biofilmes em superficies solidas é diretamente
proporcional a hidrofobicidade da superficie, desde que a suspensao seja um simples tampao.
A adesdo microbiana em substratos hidrofébicos pode estar relacionada a remoc¢éo da agua
interfacial existente entre o micro-organismo e a superficie, que facilita aproximacao e adesao.
Sugere-se também que os biosurfactantes reduzem as interacdes hidrofébicas que diminuem a

hidrofobicidade da superficie que acaba por impedir a adesdo microbiana a superficies e,
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podem, interferir no desenvolvimento de biofilmes (BANAT et al., 2014; MNIF; GHRIBI, 2015;
SATPUTE et al., 2016a).

Rivardo et al. (2011), relataram que um biossurfactante lipopeptidico produzido pelo B.
subtilis V9T14 em associacdo com antibioticos, aumentou sinergicamente a eficacia de
antibidticos contra a formacdo de biofime de E. coli CFT073. Algumas das combinacdes
utilizadas levaram a erradicacdo completa do biofilme. Esses resultados estdo sendo usados
na obtencdo de uma patente internacional (CERI et al., 2010). As combinacBes de
biossurfactante com biocidas para atuarem como coadjuvantes foram concebidas para prevenir
eficazmente a formagdo de biofilmes em superficies bitticas e abibticas e / ou erradicar o
crescimento bacteriano plancténico (SATPUTE et al., 2018).

Janek et al. (2012) investigaram o papel e as aplicagbes da Pseudofactina Il, um
biossurfactante do tipo lipopeptideo ciclico produzido por Pseudomonas fluorescens BD5 como
um composto anti-adesivo para aplicacbes terapéuticas e medicinais. A Pseudofactina |l
diminuiu a adeséo de Enterococcus hirae, Proteus mirabilis, S. epidermidis, E. faecalis, E. coli e
C. albicans em vidro, poliestireno e silicone. O pré-tratamento de uma superficie de poliestireno
com a Pseudofactina Il (0,5 mg/mL) reduziu a aderéncia de C. albicans em 92-99% e outra
adesdo bacteriana em 36-90%. Também levou a uma maior capacidade de remocdo de
biofilme em biofilmes pré-existentes cultivados em superficies néo tratadas. A Pseudofactina Il
também causou uma inibi¢cdo significativa na adeséo inicial de estirpes de E. coli, E. hirae, E.
faecalis e C. albicans em cateteres de silicone. Na concentragdo mais elevada testada (0,5 mg
ml/L) observou-se uma inibicdo total de crescimento para S. epidermidis enquanto se

verificaram inibicdes de crescimento parcial de outras bactérias e da levedura C. albicans.

Em outros trabalhos, biossurfactantes lipopeptidicos de Paenibacillus polymyxa foram
capazes de inibir biofilmes de espécies Unicas e mistas (QUINN et al., 2012; LEE; SONG,
2018). Este complexo de biossurfactante, composto principalmente de fusaricidina B e
Polimixina D1, reduziu a biomassa do biofime de P. aeruginosa, S. aureus, B. subtilis,
Micrococcus Luteus e Streptococcus bovis. Sriram et al. (2011) também relataram atividade
antimicrobiana e Inibicao de biofilme utilizando um biosurfactante lipopéptidico produzido por
uma estirpe de solo de Bacillus cereus resistente a metais pesados chumbo, ferro e zinco.
Também inibiu a formacéo de biofilmes em estirpes patogénicas de S. aureus e P. aeruginosa.

A inibicdo maxima de biofilme (57%) foi observada contra S. epidermidis a 15 mg ml/L.

Zeraik e Nitschke (2010) avaliaram as propriedades anti-adesivas e de ligacdo de M.

luteus, L. monocytogenes e S. aureus em superficies de poliestireno a varias temperaturas
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apos tratamento com raminolipideos e surfactina. Os raminolipideos mostraram uma ligeira
diminuicdo na ligacdo de S. aureus, mas geralmente ndo foram eficazes. A surfactina, em
comparacao, inibiu eficazmente a adesdo de estirpes bacterianas testadas em todas as
condicbes com actividade aumentada & medida em que a temperatura diminuia com uma

reducdo maxima de 63-66% na aderéncia a 4°C.

Recentemente, observou-se que os raminolipidos e outros extratos de 6leo de plantas
tém um papel significativo na inibicdo de biofilmes complexos e atuam como coadjuvantes que
aumentam os inibidores microbianos de antibiéticos selecionados (QUINN et al., 2013). Em
outro estudo, um biossurfactante glicolipidico de P. aeruginosa DSVP20 foi avaliado quanto a
sua capacidade para interromper o biofilme de C. albicans.

O tratamento com o di-raminolipidio (RL-2) em concentra¢des que variavam entre 0,04-
5,0 mg/mL reduziu significativamente a adesdo de C. albicans em superficies de poliestireno
(PS). Os dados mostraram uma reducdo do numero de células aderentes, apés 2 h de
tratamento, de cerca de 50% com 0,16 mg/mL de RL-2, a qual aumentou gradualmente até a
inibicdo completa da aderéncia, a uma concentracdo de 5 mg/mL.

Além disso, o biofilme de C. albicans na superficie de PS foi interrompido entre 70% e
90% com o tratamento com RL-2 em concentracdes de 2,5 e 5,0 mg/mL, respectivamente
(SINGH et al., 2013).

Recentemente, Pradhan et al. (2014) relataram um novo glicolipideo obtido de
Lysinibacillus fusiformis S9 com notavel atividade antibiofilme contra E. coli e S. mutans
patogénicos, sem afetar a viabilidade celular microbiana. Em particular, o biotensoativo foi

capaz de conter completamente a formacg&o de biofilmes a uma concentragdo de 40 ug/mL.

Padmapriya e Suganthi (2013) purificaram dois biossurfactantes produzidos por
C.tropicalis e C. albicans e testaram sua atividade anti-adesiva em diferentes tipos de
patdgenos clinicos. Os resultados mostraram uma reducdo das células aderentes na superficie
do cateter urinario pré-revestido com biossurfactantes e uma maior atividade do biossurfactante

sintetizado por C. tropicalis em comparacdo com o biosurfactante sintetizado por C. albicans.
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Tabela 2. Relagdo resumida dos biossurfactantes em aplicacdes relacionadas a boca.

Biossurfactante

Glicoproteina

Nao caracterizado

Descaracterizado

Descaracterizado

Caracterizagéo
parcial

lipoproteina
Nao

caracterizado

Lipopeptideo

Rhamnolipido nao

caracterizado

Emulsan

Produtor Principais conclus6es Referéncias
Lactobacillus Estudo investiga o efeito do tipo de | Savabi et
acidophilus biossurfactante na expressdo de genes | al. (2014)
. de S. mutans de enes de
L. casei [/ L. . u 9 Tahmoures  pour,
reuteri / L glucosiltransferase (gtfB e gtfC) e Salehi E
fructosiltransferase (ft enes importantes .
fermentum ! ! (ftf) (9 'mp KasraKermanshahi
para a formacdo de matriz de (2011)
biofilmes). Todos o0s genes encontrados
foram regulados apés a aplicacdo do | Salehiet
biossurfactante. al. (2014)
Candida lipolytica | O biossurfante é capaz de induzir inibicdo | Rufino et
visivel de varios biofilmes de cepa | al. (2011)
de Lactobacillus e S. mutans HG985 em
diferentes concentragdes.
Lactobacillus As atividades antimicrobianas e anti- | Gudifa et
paracasei aderentes do extrato bruto de | al. (2010)
A20 biossurfactante foram investigadas nas
concentragdes entre 25 e 50 mg/ml contra
Varios agentes patogénicos que
demonstrou boa eficacia in vitro.
Lactococcus Estudar a eficacia do biossurfactante | Rodrigues et
lactis 53 extraido contra micro-organismos isolados | (2006)
de uma prétese de voz explantada.
Robinia Prevengdo da formag&@o de biofilmes de | Cochis et al. (2012)
pseudoacacia silicio e resina acrilica para préteses
e N.oleande) dentérias.
Bacillus InibicAo do biofilme de S. mutans a uma | Pradhan et
tequilensis concentragdo de 50 uyg ml -t em diferentes | al. (2013)
superficies hidrofébicas e hidrofilicas.
Pseudomonas 50% e 67% de inibicdo daformagdo de | Dusane et
aeruginosa biofilme Y. lipolytica fungial na superficie da | al. (2012)

placa de 96 pocos e superficie de vidro.

Acinetobacter

calcoaceticus

Controle da placa dentaria e cérie

US 4737359 A.
Patente
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1.3.5.3. Aplicacao dos biossurfactante na industria de Cosméticos

Os biossurfactantes séo utilizados da mesma forma que 0s tensoativos quimicamente
sintetizados. As ac¢des incluem detergéncia, emulsificacdo, desemulsificacdo, formacédo de
espuma, dispersdo, solubilizacdo de substéncias hidrofébicas ou para modificar superficies,
entre outras atividades (HOLMBERG, 2001; BANAT et al., 2010; MARCHANT; BANAT, 2012).
Os biossurfactantes apresentam vantagens sobre os surfactantes sintéticos, no que se refere a
auséncia de efeitos irritantes ou até mesmo efeitos anti-irritantes, melhores propriedades
hidratantes e compatibilidade com a pele (MASARU et al., 2007). Os glicolipideos mais
utilizados em cosméticos sé@o os soforolipideos, os raminolipideos e os manosileritritol lipideos.
Os soforolipideos tém boa compatibilidade com a pele e excelentes propriedades hidratantes,
enquanto que os raminolipideos sdo bons emulsificantes e podem substituir os surfactantes na
maioria dos produtos cosméticos (MASARU et al., 2007; KHAN; BUTT, 2016).

A funcdo emulsionante €é provavelmente a propriedade mais importante dos
biossurfactantes na formulagédo de cosméticos, porque emulsfes tém vantagens consideraveis
em relacdo a outros tipos de preparagdes. Portanto, eles séo de facil aplicacéo, apresentam
um custo relativamente reduzido (devido a sua elevada proporcdo de agua), e permitem
simultaneamente a utilizacdo de substancias lipossollveis e hidrossoliveis (MARCHANT;
BANAT, 2012; VECINO et al., 2017).

Tensoativos ndo naturais podem interagir com proteinas, remover lipidios da superficie
epidérmica, desorganizando a estrutura intercelular desses lipidios, e afetam as células vivas
na pele. Esses efeitos podem potencialmente ser evitados ou reduzidos usando
biossurfactantes, como, por exemplo, o0s produzidos por agentes Ilacticos
((ELSHIKH; MARCHANT; BANAT, 2016; KHAN; BUTT, 2016).Na indastria cosmética varios
parametros estdo relacionados a composicdo de biossurfactantes, como a concentracédo
micelar critica (CMC), o balanc¢o hidrofilico-lipofilico (HLB), bem como o desempenho ibnico,
entre outros, uma vez que estas propriedades determinardo o tipo ou o0 uso de biossurfactantes
em formulacdes cosméticas (SATPUTE, 2010; RODRIGUES, 2015).
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1.3.6. OLEO ESSENCIAL DE MENTHA PIPERITA (OEM)

Além dos biossurfactantes e da quitosana, os 6leos essenciais, que sao compostos
aromaticos volateis complexos, compostos as vezes de mais de uma centena de componentes
quimicos e extraidos de plantas por processos de destilacdo, compressdo de frutos ou
extragdo com o uso de solventes (RIOS, 2016), tém sido utilizados por sua propriedades
antimicrobianas.

Mentha piperita L., € uma planta medicinalmente importante pertencente a Familia
Lamiaceae (African pharmacopoeia, 1985; The Wealth of India, 1962) e comumente conhecida
como hortela-pimenta. A hortela-pimenta produz 0,1 a 1% de 6leo volatil (LEUNG, 1980)
composto principalmente de mentol (29-48%), mentona (20 a 31%), mentofurano (6,8%) e
acetato de mentila (3 a 10%). O Oleo de horteld-pimenta e seus constituintes sao
comercialmente usados em industrias alimenticias, farmacéuticas e de cosméticos. O mentol é
utilizado como matéria-prima em pastas de dente, dentifrico, tabaco de mascar, confeitaria,
purificadores de boca, balsamos analgésicos, tosse, perfumes, gomas de mascar, doces e
industria do tabaco (SINGH; SHUSHNI; BELKHEIR, 2015)

O 6leo essencial de Mentha piperita L. (EO) é empregado para uso externo como
antipruriginoso, adstringente, rubefaciente e antisséptico. Varios estudos demonstraram suas
propriedades antivirais, antifingicas e antibacterianas significativas (ROSATO et al., 2018). O
6leo de hortela-pimenta e o mentol tém efeitos antibacterianos moderados contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas (SINGH; SHUSHNI; BELKHEIR, 2015).

1.3.7 REGULAMENTOS DE SEGURANCA EM COSMETICOS

O Regulamento de Produtos Cosméticos, Regulamento (CE) n.° 1223/2009
regulamenta os produtos cosméticos no seu conjunto para garantir a livre circulacdo no
mercado interno, garantindo simultaneamente um elevado nivel de protecdo para os
consumidores (SMETS; RUDELSHEIM, 2018). Ele abrange os tensoativos como ingredientes
de produtos; no entanto, ndo h&d mencdo neste documento sobre os biossurfactantes.
Entretanto, ambos os tensoativos (quimicamente sintetizados) e biossurfactantes (produzidos
biologicamente) sdo compostos tensoativos que devem seguir oS mesmos regulamentos como

se 0 seu uso fosse estabelecido a ingredientes cosmeéticos (BUZEK; ASK, 2009).

Por outro lado, o artigo 33. do Regulamento n.1223/2009 inclui um inventario com

nomenclatura comum para o0s ingredientes cosméticos denominados International


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878535211000232#b0005
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878535211000232#b0140
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Nomenclature Cosmetic Ingredient (INCI). O INCI estabelece o uso de normas uniformes,
sisteméaticas e nomes internacionais para identificar ingredientes cosmeéticos. Desta forma, os
nomes INCI sdo atribuidos aos ingredientes com base na sua estrutura quimica e composicao
((BUZEK; ASK, 2009; VECINO et al., 2017). Os ingredientes naturais devem ter as mesmas
avaliacbes de seguranca rigorosas que as exigidas para "compostos ndo haturais" na
legislacdo cosmética. Hoje em dia, € evidente o nivel significativo de interesse em produtos
naturais pela industria cosmética, principalmente devido a crescente preocupacdo dos
consumidores com a sustentabilidade ambiental e a saude. Portanto, a industria de cosméticos
esta buscando produtos mais sustentaveis e saudaveis (HOLMBERG, 2001; VECINO et al.,
2017).
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Abstract

The aim of the present study was to determine the antimicrobial action and toxicity of
mouthwashes formulated with a biosurfactant, chitosan of a microbial origin and peppermint
(Mentha piperita) essential oil (POE). Chitosan was extracted from the biomass of a fungus
from the order Mucorales grown in yam bean broth. Three biosurfactants produced by
Pseudomonas aeruginosa UCP 0992 (PB), Bacillus cereus UCP 1615 (BB) and Candida
bombicola URM 3718 (CB) were tested. Six mouthwashes were prepared, the active
ingredients of which were the biosurfactant, chitosan and POE. The minimum inhibitory
concentration (MIC) was determined for the test substances separately, in combinations and in
the mouthwash formulas. The toxicity of the mouthwashes was tested using MTT for the L929
(mouse fibroblast) and RAW 264.7 (mouse macrophage) cell lines. All substances tested had a
MIC for cariogenic microorganisms. The combinations of the CB and PB biosurfactants with
chitosan demonstrated an additive effect on the majority of microorganisms tested. The toxicity
of the mouthwashes was significantly lower than that of the commercial mouthwash. The
present findings demonstrate that mouthwashes containing a biosurfactant in combination with
other natural products constitute a safe, effective, natural alternative to commercially available

mouthwashes for the control of oral microorganisms.

Keywords: Biosurfactant, chitosan, Mentha piperita essential oil, cosmetic, antimicrobial activity.

1. Introduction
The industry of formulated products, such as cosmetics, has attempted to develop bio-
sustainable technologies to meet the need for products and processes that have fewer harmful
impacts on human health and the environment. Therefore, aspects and principles of green
chemistry have been incorporated on the industrial level [1]. The cosmetics industry has

particular interest in research involving more bio-sustainable natural products, since many
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cosmetics are made for daily use and a large portion end up in sewage systems or discarded
directly into the environment. The formulation industry uses hundreds of chemical products and
each ingredient is selected to offer a specific benefit or function. As soon as more data on
health and environmental safety become available, some ingredients need to be substituted for
not fitting the desired environmental, health or safety profile. Such substitutions should maintain
the effectiveness of the product in a similar or better manner compared to the original
ingredients while also having a competitive price [2,3].

Consumers are currently more focused on health and beauty and have a renewed
interest in natural cosmetic products. This has created a demand for novel products with
enhanced functional ingredients and a better marketing image of the end product. Essential oils
play an important role as bioactive ingredients with antimicrobial, antioxidant, anti-inflammatory
and other properties and are used in a variety of cosmetics, phytotherapeutic products and
pharmaceuticals [3,4,5].

Surfactants are widely used in industry due to their wide range of applications in the field
of personal care products, such as detergents, lubricants, dyes, pomades and drug-delivery
systems. In these applications, surfactants play a role in the reduction of static, cleaning,
emulsification, solubilisation, the formation of foam and hair conditioning, which explains the
wide use of this product in the industrial sector and its broad distribution in the environment.
However, studies have been developed for the obtainment of more sustainable surfactants (not
derived from petroleum) with minimal impact on the environment. Surfactants produced from
renewable resources can be obtained from plants, animal fat and microorganisms.
Biosurfactants have high surface activity and a low critical micelle concentration and are
therefore promising replacements for synthetic surfactants. However, the high cost of
production is the major drawback of the natural biomolecules. To diminish the production cost of
biosurfactants of a microbial origin, studies have been conducted using alternative culture

media containing industrial waste products [6-13].
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Studies on the interaction between polymers and tensioactive agents, such as
polyelectrolytes and tensioactive agents with opposite charges, have demonstrated a range of
uses in different applications, such as paper, food, cosmetics, water-based formulations (paints,
mud logging activities, oil recovery) and biomedical applications (drug delivery and release
systems, DNA isolation and purification) as well as to promote stability and regulate the
rheology of composites. These polymer-surfactant systems have complex physicochemical
properties that can affect a large number of properties, such as fluid rheology, wetting,
emulsification and wettability. Among the different types of systems of this type, polyelectrolytes
are of particular interest due to their important role in polymer charges. The interest in natural
polymers, such as polysaccharides, is related to their origin and chemistry as well as the
possibility of use in industrial applications that are restricted by environmental legislation. Unlike
petroleum-based polymers, polysaccharides are renewable and generally both biocompatible
and biodegradable. Moreover, due to the presence of functional groups, polysaccharides may
have functionalities and properties to be explored in specific applications [14-16].

Chitosan is a natural copolymer composed of units of 2-amino-2-deoxy-D-glucopyranose
and 2-acetamide-2-deoxy-D-glucopyranose interlinked by B-1,4 glycosidic bonds in different
proportions. In nature, chitosan is found in the cell wall of fungi and is commercially obtained
through the chemical or enzymatic deacetylation of chitin extracted from crustaceans. This
polysaccharide exhibits excellent biocompatibility, low toxicity to humans, animals and the
environment, high bioactivity, biodegradability, reactivity of the deacetylated amino group,
selective permeability, polyelectrolytic action, broad-spectrum antimicrobial activity, the ability to
form gels and films, chelation ability and adsorptive capacity. Such characteristics enable the
application of chitosan in different fields [17-19].

Considering the aforementioned aspects, the aim of the present study was to formulate
mouthwashes that meet the principles of green chemistry, evaluate the antimicrobial potential of

these products for the control of cariogenic oral microorganisms and determine the toxicity of
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mouthwash formulations containing different biosurfactants, the essential oil from Mentha

piperita and fungal chitosan.

2. Materials and Methods

2.1 Production, extraction and characterisation of chitosan

The cultivation of the fungus from the order Mucorales for the production of biomass and
the extraction of chitosan were based on the methods described by Stamford et al. [20].
Chitosan was extracted from the cell wall of Mucor javanicus (UCP 69) deposited at the Culture
Bank of the Centre for Research in Environmental Sciences of the Catholic University of
Pernambuco. Briefly, the fungus was grown in an alternative medium [yam bean (Pachyrhizus
erosus L. Urban) broth] for 48 h at 28 °C. The biomass was filtered, rinsed in distilled water and
lyophilised. The extraction process involved de-proteinisation by sodium hydroxide 2% (p/v) for
2 h at 90 °C, followed by centrifugation, acid hydrolysis with 10% acetic acid (v/v) for 6 h at 60
°C and precipitation of the polymer at pH 9 by the addition of NaOH 4 M.

Chitosan was characterised following the method described by Signini et al. [21]. Briefly,
the structural characterisation of the polysaccharide was performed by vibrational spectroscopy
in the infrared region in a Fourier transform spectrophotometer (Bruker model IF66) between
4000 cm™ and 400 cm™. The spectrum of the polymer was obtained using a KBr pellet support.
The degree of deacetylation of chitosan was determined by nuclear magnetic resonance (*H
NMR) using the Varian Unity Plus equipment operating at 300 MHz. Chitosan was initially
solubilised in a 1% HCI/D,O solution (v/v) and an aliquot of the solution was analysed at 50°C,

with a relaxation time of 6 seconds and pulse of 90°.
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2.2 Obtainment of essential oil from Mentha piperita

Peppermint (Mentha piperita) essential oil was acquired from FERQUIMA Industria e
Comercio Ltda. (S&o Paulo, Brazil), Lot 197. The technical specifications report that the oil was
extracted by vapour distillation of the leaves (origin: India), has a density of 0.890 to 0.910 at 20
°C, a refraction index of 1.450 to 1.470 at 20 °C, optic rotation of -30° to -10° and the main
components are menthol (35%), menthone (26%), 1,8-cineole (6%), isomenthon (5%), menthyl

acetate (5%) and neomenthol (4%).

2.3 Production and isolation of biosurfactants

Biosurfactant production was performed with the bacteria Pseudomonas aeruginosa
UCP0992 and Bacillus cereus UCP1615 deposited at the Culture Bank of the Centre for
Research in Environmental Sciences of the Catholic University of Pernambuco and the yeast
Candida bombicola URM3718 deposited at the Culture Bank of the Micology Department of the
Federal University of Pernambuco.

Colonies of bacteria previously grown in nutrient agar for 24 hours at 28 °C were
transferred to an Erlenmeyer flask containing 50 mL of nutritive broth, which was kept under
orbital agitation at 150 rpm for 12 hours at 28 °C, obtaining and optical density of 0.7
(corresponding to an inoculum of 107 colony-forming units/mL) at 600 nm. This reading was
used with the inoculum at a concentration of 5% (v/v) for Bacillus cereus and 3% (v/v) for
Pseudomonas aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa was grown in a distilled water medium containing 4% dregs
from a vegetable oil refinery and 0.5% corn steep liquor (pH 7.0) under agitation at 220 rpm for
120 hours at 28°C [12]. Bacillus cereus was grown in mineral medium composed of 0.1%
KH2PO4, 0.1% K;HPO4, 0.02% MgS04.7H,0, 0.02% CaCl..H.O and 0.005% FeCls;.6H-,0, with

the addition of 2% waste soybean frying oil and 0.12% KNO; as the carbon and nitrogen
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sources, respectively (pH 7.0). The flasks were kept under orbital agitation at 200 rpm for 72
hours at 28 °C [13].

The yeast kept in yeast mould agar was transferred to flasks containing 50 mL of yeast
mould broth and incubated under agitation at 180 rpm for 24 hours at 28 °C. Dilutions were then
performed until obtaining a final concentration of 10° cells/mL, which were used at a
concentration of 5% (v/v). The fermentations for the production of the biosurfactant by Candida
bombicola were performed under orbital agitation at 180 rpm for 120 hours at 28 °C in a
medium formulated with distilled water containing 5% sugarcane molasses, 5% waste frying oil
and 3% corn steep liquor with the pH adjusted to 6.0 [7].

The biosurfactants from Pseudomonas aeruginosa and Bacillus cereus were isolated
following the method described by Silva et al. [12] and the biosurfactant from Candida
bombicola was isolated following the method described by Silva et al. [13].

Surface tension of the biosurfactants was measured in the cell-free broth using a KSV

Sigma 700 (Finland) tensiometer with a Du Nouy ring.

2.4 Formulation of mouthwash

For the preparation of the mouthwash, chitosan was diluted in 1% acetic acid and
prepared at a concentration of 20 mg/ml. The solid components (sodium benzoate and sodium
saccharine) were blended and macerated until obtaining a fine powder. The biosurfactant,
peppermint essential oil and chitosan solution were then added, followed by distilled water to
complete 100 mL. The pH of the formulation was adjusted to 7.0 with NaOH 1N. Table 1 lists
the components used in the formulation of the mouthwash as well as the respective functions
and quantities.

Table 1
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2.5. Determination of antimicrobial activity

2.5.1. Test substances and standardisation of microorganisms

To determine the minimum inhibitory concentration (MIC), the microdilution test was
performed in a flat-bottom 96-well microplate. The following were the test substances and
respective initial concentrations: fungal chitosan diluted in 1% acetic acid and prepared at an
initial concentration of 1000 pg/ml with the pH adjusted to 5.8 with NaOH 1N; biosurfactants
diluted in sterile distilled water at a concentration of 100 pg/mL; peppermint essential oil diluted
in sterile distilled water and Tween 80 at a concentration of 100 pug/mL; and the mouthwash
formulations. A commercial mouthwash was used for the purposes of comparison. The
commercial mouthwash had no alcohol or fluoride and contained eucalyptol, thymol, menthol
and Camellia sininsis leaf extract as the bioactive agents.

The test microorganisms were Streptococcus mutans (UA159), which was obtained from
the Microbiology Laboratory of UNICAMP, Streptococcus sanguis (ATCC 15300),
Streptococcus salivarus (ATCC 25975), Lactobacillus casei (ATCC 9595) and Candida Albicans
(ATCC 1106), which were obtained from FIOCRUZ, Rio de Janeiro. The bacteria were
inoculated in 5 ml of brain heart infusion broth and C. albicans was inoculated in Sabouraud
broth for 18 hours. The inoculum was then standardised by spectrophotometry for the
obtainment of the pre-inoculum. Readings were performed at 530 nm in the range from 0.140 to

0.150, which corresponds to a suspension of approximately 1.5 x 108 colony-forming units/ml.

2.5.2. Determination of minimum inhibitory concentration (MIC)

The microplates were prepared such that each compartment had a final volume of 100
ML, with varied proportions of the culture medium and test substance to obtain different
concentrations of the test products (0 to 600 pg/mL for chitosan and 0 to 60 pg/mL for the other

test substances). A total of 100 uL of the medium were added for the control of sterility and 80
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ML of the medium were added for the control of microbial viability. All wells, except the sterility
control well, then received 20 pL of the microbial inoculum. The assay was conducted in
triplicate.

After the preparation of the wells containing the culture medium, test substance and
microbial inoculum, the microorganisms were incubated at 37 °C for 24 hours for the cultivation
of the bacteria and at 28 °C for 48 hours for the cultivation of the yeast. After the incubation
period, 30 pL of resazurin were added to the wells to determine the cell viability of the
microorganisms. The blue-violet colour indicated the absence of microbial growth, whereas
pink-red variations indicated the presence of viable cells. The colour reading was performed

one hour after the addition of resazurin.

2.5.3. Analysis of fraction inhibitory concentration

The analysis of the combination of chitosan or peppermint essential oil and the
biosurfactants was performed based on the fraction inhibitory concentration (FIC) for the
determination of synergistic, antagonistic or indifferent action in the combination of the
compounds. The FIC is evaluated considering the values obtained for the MIC and was
obtained by the following equation (Eg. 1).
(Eq. 1) FIC (I): MIC A in combination/MIC A in isolated compound

FIC (II): MIC B in combination/MIC B in isolated compound

The FICsina = FIC (1) + FIC (Il). FIC < 0.5 denotes a synergistic effect, FIC = 0.5 to 1.0 denotes

an indifferent effect and FIC > 4.0 denotes an antagonistic effect.

2.6 Evaluation of toxicity of formulated mouthwashes
Cytotoxic activity was determined using the 3-(4,5-dimethylthiazole-2-il)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay [22,23]. The L929 (mouse fibroblast) and RAW 264.7

(mouse macrophage) cell lines were acquired from the Rio de Janeiro Cell Bank (Rio de
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Janeiro, Brazil). The cells were kept in Dulbecco's Modified Eagle Medium supplemented with
10% foetal bovine serum and a 1% antibiotic solution (penicillin and streptomycin). The cells
were kept in a chamber at 37 °C in a humid atmosphere enriched with 5% CO,. The L929 and
RAW 264.7 cells (10° cells/mL) were then transferred to 96-well plates and incubated for 24 h.
Next, 10 pL of the test solutions were added to the well at a final concentration of 1.25 mg/L.
The commercial mouthwash (10 pL directly in the plate) was used as the positive control. After
72 h of re-incubation, 25 pL of MTT (5 mg/mL) was added, followed by 3 h of incubation. The
culture medium with MTT was then aspirated and 100 pL of DMSO were added to each well.
Absorbance was measured in a microplate reader at a wavelength of 560 nm.

The intensity scale was used to evaluate the cytotoxic potential of the samples. Strong
toxicity was defined as 90 to 100% cell inhibition, moderate toxicity was defined as 51 to
89.99% cell inhibition and non-toxicity was defined as less than 50% growth inhibition [24].

The experiments were conducted in quadruplicate and the percentage of inhibition was

calculated using GraphPad Prism 7.0 demo.

2.7. Statistical analyses
Mean and standard deviation (SD) values were calculated. All experiments were
conducted in quadruplicate and differences were calculated using one-way analysis of variance

(ANOVA), with the level of significant set at 5% (p < 0.05).

3. Results and Discussion

3.1 Production, extraction and characterisation of chitosan
The production of biomass by Mucor javanicus (UCP 69) grown in yam bean broth for 48
h at 28 °C and the production of chitson led to yields of 26.43 (£ 2.13) g/L and 60.6 mg/g,

respectively. These results are in agreement with data described by Fai et al. [17] and Stamford
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et al. [20], who obtained biomass yields of 20.7 g/L and 24.3 g/L and chitsan yields of 64 mg/g
and 66 mg/g, respectively, using Mucor circinelloides and Cunninghamella elegans grown in
yam bean broth.

The compositions and chemical groups of a sample can be determined by the presence
of bands related to specific vibrations that are characteristic of different functional groups using
vibrational spectroscopy in the infrared region. Fig. 1 displays the infrared spectrum of chitosan
extracted from the M. javanicus biomass. Among the trials of characteristic attributions found in
chitosan, amide bands are found at 1665, 1555 and 1313 cm™, which exhibited perpendicular
dichroism attributed to the coupling interaction, respectively with C=0, the deformation of N— H
on the CONH plane and the CN bond with the displacement of CH,. C-O stretching referring to
the primary alcohol group (-CH2 — OH) is seen at 1386 cm™. The peak at 1513 cm™ corresponds
to the axial deformation of C-N of the amide. A polymer chain generally has two amide-type
adsorption bands that correspond to the symmetrical and asymmetrical deformation of amide |
and 1l seen respectively at 1599 and 1660.02 cm™. A broad band is also seen centred between
3483 and 3305 cm™ in the region of the axial deformation of OH, which appears overlapping the
band of the axial deformation of NH, indicating the formation of an intermolecular hydrogen
bond, and the displacement of the band to a higher frequency, indicating an increase in the
structural order. These results are in agreement with reports in the literature on chitosan of a
fungal origin [17-19].

Figure 1

'H NMR was performed to determine the degree of deacetylation of chitosan (Fig. 2),
which was calculated using the equation proposed by Signini et al. [21]. This equation (Eq.2)
uses the area of the peak in the 2 ppm region attributed to hydrogen nuclei of the acetamide
group (H*) (8,19) and the area of the peak at 3.4 ppm referring to the hydrogen nucleus in

position 2 of the glucopyranoside ring (H?) (13, 60). The degree of deacetylation for the chitosan
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used in the present study was determined by substituting the H2 and H? values in the following

equation:

Hac

The degree of deacetylation is an important parameter with regard to the
physicochemical properties of chitosan, since it is directly related to the cationic nature of the
polymer [17,19]. The chitosan obtained in the present study had a fungal biomass with an 80%
degree of deacetylation.

Figure 2

3.2 Production of biosurfactants and determination of surface tension

Three surfactants previously produced in our laboratory by microorganisms known to be
good biosurfactant producers (C. bombicola, B. cereus and P. aeruginosa) were tested in the
mouthwash formulations to evaluate the performance of each biomolecule as a foaming,
tensioactive and antimicrobial agent. The biosurfactants were produced by the microorganisms
in low-cost media using dregs from a vegetable oil refinery, corn steep liquor and waste
soybean frying oil. The biosurfactants obtained from C. bombicola, B. cereus and P. aeruginosa
(respectively designated CB, BB and PB) were capable of reducing the surface tension of water

from 70 mN/m to 30, 29 and 26.5 mN/m, respectively.

3.3. Antimicrobial activity and analysis of fraction inhibitory concentration

The present study describes for the first time the use of biosurfactants associated with a
natural polymer and/or essential oil as active ingredients in mouthwashes for the control of
cariogenic oral microorganisms. The MICs of the biosurfactants, fungal chitosan and peppermint

essential oil alone, in combination and mouthwash formulations were also calculated for the oral
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microorganisms. Moreover, the interactions of these active ingredients when combined were
investigated.

Table 2 lists the MICs of the test substances alone and in combinations for the oral
microorganisms tested. The peppermint essential oil was the most effective at inhibiting the yeast
Candida albicans (MIC: 20 pg/mL) and Lactobacillus acidophilus was the most effective at
inhibiting the bacteria (MIC: 30 pg/mL). Chitosan had a similar effect on Candida albicans, S.
aureus, E. coli, S. salivarius and S. mutans (MIC: 200 pg/mL), whereas a much higher
concentration of chitosan was needed to inhibit Lactobacillus acidophilus (MIC: 300 pg/mL).
Among the biosurfactants, the PB was the most effective at inhibiting S. aureus, E. coli and S.
salivarius (MIC: 20 pg/mL). PB and CB had similar effects on S. mutans (MIC: 20 pg/mL). All
biosurfactants had the same effect on Candida albicans and Lactobacillus acidophilus (MIC: 40
pg/mL).

When combined with chitosan, the MIC of the biosurfactants was lowered for all
microorganisms tested. The same occurred with chitosan, except when combined with the BB,
for which reductions in the MIC of chitosan only occurred for S. aureus and L. acidophilus.

Regarding the combination of the biosurfactants and peppermint essential oils, the MIC
of the oil for Candida albicans either increased (MIC of CB + POE and BB + POE: 30 pg/mL) or
remained unaltered (MIC of PB + POE: 20 pg/mL). For L. acidophilus, the only combination for
which a low MIC occurred (20 pg/mL) was the peppermint essential oil with PB. For the other
microorganisms tested, the MIC of the peppermint essential oil diminished with all
combinations. For S. mutans, however, the CB + POE combination was the only one in which
the biosurfactant maintained its MIC when combined with the essential oil, whereas reductions
in the MIC were found with all other combinations.

Table 3 displays the FIC for chitosan, the peppermint essential oil and the biosurfactants
produced by Candida, Bacillus and Pseudomonas in combinations (ug/mL) and the effect of the

combinations of the test substances on the cariogenic microorganisms. The combinations of the
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CB and PB with chitosan demonstrated an additive effect on the majority of microorganisms
tested and an indifferent effect on E. coli and C. albicans. The findings suggest an interaction
between chitosan and these biosurfactants that resulted in an enhanced antimicrobial effect on
the Gram-positive bacteria S. aureus, L. acidophilus, S. salivarius and S. mutans. In contrast,
the combinations of CB and BB with the peppermint essential oil exhibited an additive effect
only on the Gram-negative bacterium E. coli and an indifferent effect on the other
microorganisms tested.

Regarding the mouthwash formulations, the bioactive compounds demonstrated greater
effectiveness at inhibiting all oral microorganisms tested when compared to the MICs of the
isolated and combined substances, with the greatest effectiveness toward the Gram-positive
bacteria S. aureus, S. salivarius and S. mutans, as demonstrated by the lower MICs (Table 4).
The formulations in which three compounds were combined demonstrated greater inhibitory
action against all microorganisms tested, also with greater specificity for the Gram-positive
cocci. These results suggest that the formulations exhibited stability, without negatively
interfering with the compounds and bioactive substances (Tables 2 and 4).

The results of the present study confirm the effectiveness of chitosan as an antimicrobial
agent. Costa et al. [25] found that high and low molecular weight chitosan had an MIC ranging
from 1 to 5 mg/mL for anaerobic Gram-negative bacteria, which are higher than the values in
the present study (150 pg/mL to 300 pg/mL). However, it is important to point out that the
present study used facultative anerobic or microaerophilic Gram-positive and Gram-negative
bacteria and the yeast Candida albicans. The action of chitosan may be affected by differences
in the microbial respiratory metabolism as well as the characteristics of the polymer, such as
molecular weight and degree of deacetylation.

Studies have shown that the MIC of chitosan ranges from 0.5 to 5 mg/mL for Streptococcus
mutans, Lactobacillus acidophilus, Enterococcus faecium and Prevotella intermedia. Authors have

postulated that the mechanism of action of chitosan stems from the interaction between positive
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charges in the chitosan chain (NHs;") and the negatively charged cell wall and/or cytoplasm
membrane of the microbial surface, which is believed to cause the breakdown of these structures
and the loss of intracellular material [25-28].

Sun et al. [29] used gas chromatography-mass spectrometry to analyse samples of
peppermint oil extracted from the leaves of the plant and identified 51 volatile compounds, with
a predominance of menthol (33% to 66%), menthanone (15% to 32%), isomenthanone (2% to
8%) menthofuran (6.8%) and menthyl acetate (3 to 10%), which is in agreement with the
description of the manufacturer (Ferquima) of the essential oil used in the present study. The
authors report that menthol is used as a raw material in toothpastes, cigarettes, chewing gum,
baked goods, analgesics, cough drops, perfumes, mouthwashes, teas, beverages, syrups,
candy and ice cream. The cigarette industry accounts for 40% of the total consumption of this
oil, followed by the pharmaceutical industry. According to Hafsa et al. [30] and Souza [5], the
antimicrobial action of essential oils is due to the bond between the oil and the phospholipid bi-
layer of the microbial cell membrane, causing damage to proteins, the loss of cytoplasm
constituents, metabolites and ions, the depletion of the proton motor force, the interruption of
enzymatic systems (enzyme inactivation), the impairment of genetic material and the formation
of fatty acid hydroperoxidase.

Abolfazl et al. [31] studied the in vitro antibacterial activity and phytochemistry of
medicinal plants and describe the antimicrobial action of peppermint (M. piperita) oil as being
the most effective at inhibiting Staphylococcus aureus (PTCC:1431), Listeria monocytogenes
(PTCC:1163), Streptococcus pneumoniae (PTCC:1240), Pseudomonas aeruginosa
(PTCC:1430), Klebsiella pneumoniae (PTCC:1053), Escherichia coli (PTCC:1329) and
Salmonella typhi (PTCC:1609), with MICs ranging from 0.5 to 8 pg/mL. According to the
authors, the plants studied can be used as replacements for synthetic antibiotics in the
prevention and cure of certain diseases. Menthone and menthol were reported to be

responsible for the antimicrobial action of M. piperita.
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Rufino et al. [6] describe the antimicrobial activity of biosurfactants against different
microorganisms. The authors report the microbial inhibition activity of surfactin and iturin, which
are biosurfactants produced by strains of Bacillus subtilis, rhamnolipids produced by
Pseudomonas and mannosylerythritol lipids extracted from C. antarctica. The biosurfactants
were effective against the microorganisms tested, but at higher concentrations than the
biosurfactants in the mouthwash formulations in the present study. The need for lower
concentrations of bioactive compounds in the test mouthwashes to achieve microbial inhibition
is due to the interaction (additive or indifferent effect) between the biosurfactants and chitosan
or peppermint essential oil, which enhances the antimicrobial activity.

Regarding the combination of chitosan and biosurfactant, the literature described that
the polymer increases its cationic charge in an acidic solution, which enables an intermolecular
hydrophobic interaction with surfactants, especially anionic surfactants. The polymer-surfactant
association may occur due to an electrostatic bond between the sulphate groups in the
surfactant and the pronated amine group in the chitosan chain. These bonds are generally
cooperative at the critical aggregation concentration of the surfactant, which is lower than the
critical micelle concentration [14-16].

According to Chiappisi and Gradzielski [16] and Burr et al. [14], the association between
chitosan and a low concentration of SDS may involve non-cooperative bonds, which tend to
neutralise the charge, making the complexes soluble and without turbidity. At intermediate
concentrations of SDS, the polymer-surfactant aggregation occurs at the critical aggregation
concentration due to cooperative bonds, which results in micelle-type bonds formed along the
chain of the polymer, with the occurrence of turbidity in the complexes. An addition increase in
the concentration of SDS results in the saturation of the polymer chain and the complexes
become negatively charged.

Senra et al. [15] report the obtainment of soluble and insoluble aggregates from the

chitosan-surfactant interaction, since the stoichiometry of the system is affected by a large
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number of variables, such as hydrophobicity, the rigidity of the polymer skeleton, density of the
charge and length of the surfactant chain. The authors explain that a self-association may occur
in anionic surfactants, with the formation of micelles under appropriate conditions. However, the
surfactant can also associate strongly to the polymer, which generally leads to the occurrence
of micellisation at lower concentrations of the tensioactive agent.

Tables 2,3 and 4

3.4. Toxicity of mouthwash formulations

Biosurfactants, peppermint essential oil and chitosan are natural compounds with
recognised antimicrobial activity, biocompatibility and low toxicity. Such properties make these
compounds potential candidates for the development of pharmaceutical products with dental
applications. However, there is a need to evaluate the toxicity of natural compounds, especially
in interactions that have not previously been studied. The present study reports, for the first
time, the toxicity of mouthwash formulations containing a biosurfactant, chitosan and/or
peppermint essential oil as the active ingredients. The cytotoxicity of the six formulations and a
commercial mouthwash was tested using the MTT method (Table 5). The results demonstrate
that the test mouthwashes were classified as non-toxic to the fibroblast line, with cell inhibition
rates lower than 20%. However, the mouthwash containing the biosurfactant extracted from
Candida bombicola + peppermint essential oil + chitosan exhibited moderate toxicity to the
macrophage line (66% inhibition). The other mouthwash formulations were classified as non-
toxic to this cell line. In contrast, the alcohol-free, fluoride-free commercial mouthwash
containing eucalyptol, thymol, menthol and Camellia sinensis leaf extract as the active
ingredients exhibited high toxicity to the two cell lines, with cell inhibition rates higher than 90%.
In a complementary test, the commercial mouthwash was diluted by 50% and even this
concentration was classified as toxic to the fibroblast line (92.50% inhibition) and moderately

toxic to the macrophage line (72.7% inhibition).
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Costa et al. [27], Chen and Chung [32] and Stamford et al. [33] report similar findings,
stating that the toxicity of chitosan is dose dependent, with its toxicity tending to increase
significantly at concentrations higher than 2%. However, when chitosan is contained in
mouthwash formulations, its toxicity is much lower than that of commercial mouthwashes.

Table 5

4. Conclusions

The present findings validate the in vitro antimicrobial effectiveness and toxicological
safety of mouthwashes containing biosurfactants and natural products. Therefore, biosurfactant-
based mouthwashes constitute a safe, valid, viable alternative to commercially available

mouthwashes.
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Table 1

Components of eco-sustainable mouthwash and respective functions and quantities

Component Function Quantity
Chitosan Active ingredient 1%
Peppermint essential oll Refreshing sensation/flavour 0.02%
Biosurfactant Active ingredient and 0.02%
surfactant
Sodium benzoate Conservative 0.1%
Sodium saccharine Sweetener 0.2%
Distilled water Solvent Pps 100mL
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Table 2

Determination of minimum inhibitory concentration (MIC) of chitosan (Ch), peppermint essential oil (POE) and biosurfactants extracted

from Candida bombicola URM 3718 (CB), Bacillus cereus UCP1615 (BB) and Pseudomonas aeruginosa UCP 0992 (PB) isolated or in

combination (ug/mL) for inhibition of cariogenic microorganisms

Microorganisms

C. albicans ATCC 1106
S. aureus ATCC 15656

E. coli ATCC 25922

L. acidophilus ATCC 4356
S. salivarius ATCC 25975

S. mutans ATCC 25175

MIC of test substances in pg/mL

CB BB PB Ch POE CB+Ch BB+Ch PB+Ch CB+POE BB+POE PB+POE
CB Ch BB Ch PB Ch CB POE BB POE PB POE
40 40 40 200 20 15 150 20 200 15 150 30 30 30 30 20 20
30 30 20 200 50 10 100 15 150 10 100 20 20 20 20 15 15
40 40 20 200 50 15 150 20 200 15 150 20 20 20 20 20 20
40 40 40 300 30 15 150 20 200 15 150 30 30 30 30 20 20
30 30 20 200 50 10 100 20 200 10 100 20 20 20 20 15 15
20 30 20 200 50 10 100 20 200 10 100 20 20 20 20 15 15
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Table 3

Determination of fraction inhibitory concentration of chitosan (Ch), peppermint essential oil (POE) and biosurfactants extracted from
Candida bombicola URM 3718 (CB), Bacillus cereus UCP1615 (BB) and Pseudomonas aeruginosa UCP 0992 (PB) in combinations
(ug/mL) and effects of combinations on Candida albicans ATCC 1106, Straphylococcus aureus ATCC 15656, Escherichia coli ATCC

25922, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, Streptococcus salivarius ATCC 25975 and S. mutans ATCC 25175

Combinations Fraction Inhibitory Concentration Type of interaction
C.albicans S.aureus E.coli L.acidophilus S.salivarius S.mutans | C.albicans S.aureus E.coli L.acidophilus S.salivarius S.mutans

CB + Ch 1.12 0.84 1.12 0.87 0.84 1.0 Indifferent Additive Indifferent Additive Additive Additive
BB + Ch 1.50 1.25 1.50 1.17 1.67 1.67 Indifferent Indifferent Indifferent Indifferent Indifferent Indifferent
PB + Ch 1.125 1.0 1.50 0.875 1.0 1.0 Indifferent Additive Indifferent Additive Additive Additive
CB + POE 2.25 1.07 0.9 1.75 1.07 1.4 Indifferent Indifferent Additive Indifferent Indifferent Indifferent
BB + POE 2.25 1.07 0.9 1.75 1.07 1.07 Indifferent Indifferent Additive Indifferent Indifferent Indifferent
PB + POE 15 1.05 1.4 117 1.3 1.3 Indifferent Indifferent Indifferent Indifferent Indifferent Indifferent
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Table 4

Determination of minimum inhibitory concentration (MIC) of mouthwashes formulated with biosurfactant extracted from Candida
bombicola + peppermint essential oil (CBPOE), biosurfactant extracted from Bacillus cereus + peppermint essential oil (BBPOE),
biosurfactant extracted from Pseudomonas aeruginosa + peppermint essential oil (PBPOE), biosurfactant extracted from Candida
bombicola + peppermint essential oil + chitosan (CBPOECHh), biosurfactant extracted from Bacillus cereus + peppermint essential oil +
chitosan (BBPOECHh), biosurfactant extracted from Pseudomonas aeruginosa + peppermint essential oil + chitosan (PBPOECh) for
Candida albicans ATCC 1106, Straphylococcus aureus ATCC 15656, Escherichia coli ATCC 25922, Lactobacillus acidophilus ATCC

4356, Streptococcus salivarius ATCC 25975 and S. mutans ATCC 25175

Microorganisms Minimum inhibitory concentration of test mouthwashes (ug/mL)

CBPOE BBPOE PBPOE CBPOECh BBPOECh PBPOECh

CB POE BB POE PB POE CB POE Ch BB POE Ch PB POE Ch

C. albicans 10 10 10 10 8.0 8.0 8.0 8.0 40 8.0 8.0 40 8.0 8.0 40
S. aureus 8.0 8.0 8.0 8.0 6.0 6.0 4.0 4.0 20 40 4.0 20 4.0 4.0 20
E. coli 10 10 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 40 8.0 8.0 40 8.0 8.0 40
L. acidophilus 10 10 10 10 8.0 8.0 8.0 8.0 40 8.0 8.0 40 8.0 8.0 40
S. salivarius 8.0 8.0 8.0 8.0 6.0 6.0 4.0 4.0 20 4.0 4.0 20 4.0 4.0 20

S. mutans 8.0 8.0 8.0 8.0 6.0 6.0 4.0 4.0 20 4.0 4.0 20 4.0 4.0 20
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*Biosurfactants extracted from Candida bombicola URM 3718 (CB), Bacillus cereus UCP1615 (BB) and Pseudomonas aeruginosa

UCP 0992 (PB); Chitosan (Ch) and peppermint essential oil (POE)
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Table 5

Percentage of inhibition of mouse fibroblast (L929) and mouse macrophage (RAW 264.7) cell

lines exposed to mouthwashes formulated with biosurfactant extracted from Candida bombicola

+ peppermint essential oil (CBPOE), biosurfactant extracted from Bacillus cereus + peppermint

essential oil (BBPOE), biosurfactant extracted from Pseudomonas aeruginosa + peppermint

essential oil (PBPOE), biosurfactant extracted from Candida bombicola + peppermint essential

oil + chitosan (CBPOECNh), biosurfactant extracted from Bacillus cereus + peppermint essential

oil + chitosan (BBPOECh),

peppermint essential oil + chitosan (PBPOECh) and commercial mouthwash

biosurfactant extracted from Pseudomonas aeruginosa +

Percentage of cell inhibition

Mouthwashes L929 SE RAW 264.7 SE
CBPOE 9.14 5.45 12.00 2.17
CBPOEChH 17.31 2.92 66.02 1.50
CBPOE 8.58 2.13 21.87 3.94
CBPOEChH 19.57 251 42.01 2.73
BBPOE 0.0 0.0 31.02 3.65
BBPOECh 23.47 1.94 27.66 0.97
Pure commercial mouthwash 93.06 2.05 94.69 1.02
Diluted commercial mouthwash (50%) 92.50 0.30 72.70 5.19

*SE = standard error
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FIGURE CAPTIONS

Fig. 1. Absorption spectrum in infrared region of chitosan extracted from cell wall of Mucor

javanicus (UCP 69) grown in yam been broth at 28 °C for 48.

Fig. 2. *H NMR spectrum of chitosan extracted from cell wall of Mucor javanicus (UCP 69)

grown in yam been broth at 28 °C for 48.
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Resumo

O presente estudo teve por objetivo formular pastas de dentes contendo biossurfactantes
associados a quitosana fungica ou ao fluoreto de sddio e avaliar a citotoxicidade, acao
antimicrobiana e o potencial de inibiacdo de biofilme formado por S. mutans. A quitosana
utilizada foi extraida da biomassa de fungo Mucorales, grau de desacetilagdo de 83% (+ 2) e
peso molar de 5.08 x 10°® g/mol (+ 0.4). Foram testados trés biossurfactantes produzidos por
Pseudomonas aeruginosa UCP0992(BP), Bacillus cereus UCP1615(BB) e Candida bombicola
URM3718(BC). O fluoreto de sddio foi de origem comercial. Foi determinada a concentragao
inibitéria minima (CIM) por microdiluicdo para as substancias testes isoladas e em combinacéo,
realizada a andlise da fracdo de concentracdo inibitéria para determinar o tipo de interacéo
entre 0s compostos. Foram preparadas 6 pastas de dente tendo como principios ativos os
biossurfactantes, a quitosana ou o fluoreto de sédio. Para as formulacdes foi realizado o teste
de citotoxicidade por Ensaio do MTT para as linhagens celulares L929 (fibroblasto de
camundongos) e RAW264.7 (macrofagos de camundongos). As formulacdes foram testadas
quanto ao pH, consisténcia e capacidade espumante. Todas as substancias estudadas
apresentaram CIM para Streptococcus mutans. As combinacdes entre os BC e BP com a
guitosana demonstraram efeito aditivo para S. mutans e indiferente para BB com quitosana. As
associacdes dos biossurfactantes com o fluoreto de sédio apresentaram efeito indiferente.
Todas as pastas de dentes apresentaram-se atoxicas com inibicéo celular inferior a 7%, pH em
torno de 9, capacidade de espalhamento entre 8-17mm, capacidade espumante entre 63-95 e
inibiram a viabilidade celular de S. mutans no biofilme formado, sendo similar a pasta comercial
testada. Os resultados obtidos mostram que as formulacdes sugeridas sdo promissoras

gquando comparadas ao creme dental comercial.

Palavras-chave: Tensoativos, biopolimero, dentifricio, MTT, checkerboard, concentracéo

inibitéria minima.
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1. Introducéo

A céarie e as doencgas periodontais apresentam como principais fatores etioldgicos a
presenca de biofilme na superficie do dente e uma higiene bucal inadequada [1,2]. S. mutans é
considerada uma das principais bactérias cariogénicas por ser acidogénica e aciddrica, por
produzir proteinas na superficie celular que colabora com a aderéncia do microrganismo a
estrutura dentéria, culminando com a formacédo de biofilme, e a producdo de polissacarideos
intra (PICs) e extracelulares (PECs) [3,4]. Os PECs atuam como pontos de ancoragem para
gque outras bactérias, colonizadoras secundarias, possam se aderir ao biofilme. Em acréscimo,
a presenca de matriz polimérica extracelular em biofilmes reduz a sensibilidade dos sistemas
de defesa do hospedeiro, antibiéticos e outras drogas, possibilitando a persisténcia da infec¢ao
bacteriana que tende a se tornar crénica [5,6].

A higienizacao bucal, geralmente obtida pela escovagéo dentaria associada ao controle
guimico é de suma importancia para a manutencéo da saude oral. Creme dental € um produto
cosmético bastante utilizado para control de biofilme dental, assim como para obtencéo de uma
estética oral condizente com os padrdes almejados pela populagdo [7]. Estes produtos
apresentam diferentes formulac¢des, contudo alguns ingredientes estdo presentes na maioria
dos cremes dentais e tem funcdes definidas. Pode-se destacar glicina e &agua, como
umectante, alginato de sodio (aglutinante), agente aromatizante (sabor e refrescancia),
bicarbonato de sédio (agente abrasivo), surfactante anibnico, geralmente o Lauril Sulfato de
Sodio (LSS) ajuda a remover os restos de alimentos dos dentes. A presenca de compostos
bioativos tais como fluoreto de sédio (composto antimicrobiano e remineralizador do esmalte
dentério) e outros agentes antimicrobianos, como o triclosan, cloreto de cetil piridinio e alguns
compostos naturais, como 6leos esssenciais que promovem os beneficios para a manutencao
da saude. Dessa forma é relevante a escolha de um creme dental com efetiva acgéo

antimicrobiana [1,6-8].
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O Lauril Sulfato de Sédio é um dos os principais componentes dos dentifricos. Além de
espumante, confere propriedades sensoriais e exibe atividade antimicrobiana. No entanto, o
uso frequente dessa substancia pode causar multiplas reacdes alérgicas e toxicas que incluem
dermatite da pele, inflamacéao, irritacdo das mucosas e Ulceras [9,10]. Além disso, a ingestado
de LSS pode exercer um efeito carcinogénico [11,12]. Devido a estes efeitos adversos o
interesse mundial pelos biossurfactantes microbianos, considerados produtos de tenologia
“verde”, como substitutos ecosustentaveis e biocompativeis aos surfactantes sintéticos, vem
aumentando a cada ano [1,13]. Varias pesquisas indicam que os biossurfactantes mirobianos
podem ser utilizados da mesma forma na detergéncia, emulsificacdo, umedecimento, formacgéo
de espuma, disperséo, solubilizacdo de substancias hidrofobicas ou para modificar superficies.
Os biossurfactantes ainda apresentam algumas vantagens sobre os surfactantes sintéticos,
incluindo compatibilidade com a pele, toxicidade e irritabilidade reduzidas e maior
biodegradabilidade [10]. Além disso, a literatura indica que, gragas as suas atividades
antiadesiva, anti-fingicas, anti-virais e antibacterianas contra varios patégenos, o0s
biossurfactantes tornam-se muito interessantes para aplicacdes cosméticas e em produtos de
higiene pessoal [14].

Outro produto natural que tem despertado interesse na industria de cosméticos é a
quitosana. Um biopolimero composto por unidades de (3- (1-> 4) -2-acetamido-D-glicose ligadas
a residuos de - (1-> 4) -2-amino-D-glicose. Quitosana pode ser extraida da parede celular de
alguns fungos Mucorales em menos etapas e utilizando menos solventes do que a quitosana
obtida da desacatilacdo da quitina extraida de crustaceos, sendo considerada uma tecnologia
ecosustentavel. A quitosana fangica apresenta melhor padronizacao de suas propriedades e
caracteristicas quimicas tais como grau de desacetilacdo e peso molar, além de néo ter
residuos de proteinas que podem ocasionar reacfes alérgicas [15]. Pesquisas sugerem que a
quitosana apresenta atividade antimicrobiana de amplo espectro, interfere nas propriedades

adesivas e na colonizacdo da cavidade bucal por bactérias cariogénicas, e assim como o fltor,
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pode prevenir a desmineralizacdo do esmalte dentario e a formacéo do biofilme dental [2,6,16-
19].

Mediante o exposto o presente trabalho tem por objetivo avaliar a citotoxicidade, a agéao
antimicrobiana e o potencial de inibicdo de biofilme formado por S. mutans frente a formulactes
de pasta de dentes contendo biossurfactantes associados a quitosana fungica ou ao fluoreto de

sodio.

2. Materiais e Métodos

2.1. Materiais

A quitosana flngica extraida da biomassa de fungo Mucorales, geneticamente nao
modificado, foi gentilmente cedida pelo Grupo de Pesquisas da Profa. Dra. Thayza Cristina de
Montenegro Stamford, do Centro de Ciéncias Medicas da Universidade Federal de
Pernambuco. A quitosana fangica apresenta grau de desacetilagdo de 83% (£ 2) e peso molar
de 5.08 x 10% g/mol (+ 0.4). O cultivo do fungo e extracdo do polimero foi realizado como
descrito por Berger et al. [17]. Os demais reagentes utilizados na formulagdo dos cremes

dentais foram obtidos de fontes comerciais.

2.2. Producéo, isolamento e determinacao da tenséo superficial dos biossurfactantes

As bactérias Pseudomonas aeruginosa UCP 0992 e Bacillus cereus UCP1615,
depositas no Banco de Culturas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais (NPCIAMB)
da Universidade Catélica de Pernambuco e a levedura Candida bombicola URM 3718,
depositada na Colecéo de Culturas do Departamento de Micologia da Universidade Federal de
Pernambuco, foram utilizadas na producéo dos biossurfactantes.

Culturas jovens das bactérias obtidas ap6s 24 horas de cultivo em caldo Nutriente a

28°C foram transferidas para Erlenmeyer contendo o mesmo meio de cultura, sendo mantidas
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sob agitacdo orbital de 150 rpm durante 14 h a 28°C. Culturas jovens da levedura, C.
bombicola, foram obtidas apds 24 horas de cultivo em caldo Yeast Mold (YMB), a 28°C foram
transferidas para Erlenmeyer contendo o mesmo meio de cultura, sendo mantidas sob agitacéo
orbital de 180 rpm por 24 h a 28°C. O inoculo a ser utilizado na producao do biossurfactante foi
padronizado para uma D.O. (Densidade Optica) de 0.7 (correspondente a um inoculo de 107
U.F.C./mL) a 600 nm.

Para producdo dos biossurfactantes, 3% (v/v) do inoculo previamente obtido de P.
aeruginosa foi cultivado em meio de agua destilada contendo 4% de residuo de borra de
refinaria de 6leo vegetal e 0,5% de milhocina (pH 7,0) sob 220 rpm durante 120 h, a 28°C [20],
enquanto que 5% (v/v) do inoculo de B. cereus foi adicionado ao meio mineral composto por
0,1% de KH2PO., 0,1% de K:HPO4, 0,02% de MgSO..7H-0, 0.02% de CaCl,.H.O e 0,005% de
FeCls.6H.0, contendo 2% de dleo residual de soja apos fritura e 0,12% de KNOs; como fontes
de carbono e nitrogénio, respectivamente (pH 7,0). Os frascos foram mantidos sob agitacao
orbital de 200 rpm durante 72 h, & 28°C [21]. Para a producdo do biossurfactante de C.
bombicola foi utilizado 5% (v/v) do inoculo previamente obtido por fermentacdo sob agitacdo
orbital de 180 rpm durante 120 h, a 28°C em meio formulado com agua destilada contendo 5%
de melaco de cana, 5% de 6leo de fritura residual e 3% de milhocina, sendo o pH ajustado para
6,0 [22].

Para o isolamento do biossurfactante de P. aeruginosa, o liquido metabdlico livre de
células teve inicialmente seu pH ajustado para 2 com uma solucdo 6M de HCI. Em seguida, o
mesmo volume de cloroférmio/metanol (2:1, v/v) foi adicionado ao liquido metabdlico, sendo a
mistura agitada vigorosamente durante 15 minutos e deixada em repouso para separacao das
fases. A fase organica foi removida e a operagdo foi repetida mais duas vezes. O produto
obtido na fase organica foi concentrado em rotoevaporador a 45°C até peso constante [20].

Para o isolamento do biossurfactante de B. cereus, o liquido metabdlico foi extraido

diretamente com acetato de etila numa proporcdo de (4:1, vol/vol), sendo o procedimento
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repetido por trés vezes. A fase orgénica foi recolhida e lavada com solucao saturada de cloreto
de sodio. A solucdo saturada foi descartada, o solvente transferido para um béquer, e 0
rendimento em biossurfactante produzido foi determinado por gravimetria [21].

Para o isolamento do biossurfactante de C. bombicola, o liquido metabdlico livre de
células foi extraido utilizando acetato de etila, repetindo-se trés vezes o processo. Em seguida,
0 solvente foi transferido para um funil separacédo, descartando a fase aquosa e a fase do
solvente foi seca com sulfato de sodio e, em seguida, filtrada e evaporada [21].

A tensao superficial dos biossurfactantes produzidos foi medida no liquido metabdlico

livre de células em tensidmetro KSV Sigma 700 (Finland) utilizando-se o anel de NUOY.

2.3. Determinagéo da Concentragao Inibitoria Minima (CIM)

Para determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM) foi procedido o teste de
microdiluicdo de acordo com o preconizado por Freire et al [23]. As substancias testes e suas
respectivas concentragdes iniciais foram: quitosana fungica diluida em acido acético a 1% e
preparada a uma concentracao inicial de 1000 pg/ml com pH ajustado para 6,0 com NaOH 1N;
biossurfactantes diluidos em agua destilada estéril a uma concentragédo de 100 pg/mL; solucéo
de fluoreto de sédio foi diluido em agua deionizada para obtengédo de uma concentracéo inicial
de 2400 pg/mL, com pH ajustado para 5.0.

Como micro-organismo teste foi usado Streptococcus mutans (UA159), fornecidas pelo
Laboratorio de Microbiologia da UNICAMP. Os inéculos utilizados nos ensaios experimentais
foram obtidos a partir de culturas crescidas por 18 horas em caldo BHI (DIFCO® Laboratories,
Detroit, MI, EUA) a 37 °C. Ap0s a incubacéo, as células bacterianas foram separadas do meio
de cultivo por centrifugacdo a 10.000 x g durante 15 minutos a 4 °C, lavadas trés vezes em
solucdo salina a 0,9%. A ap6és as lavagens S. mutans foi suspenso em solucao salina 0,9% até

obter densidade 6ptica (OD) de 1,5 a 660nm, equivalente a aproximadamente 5 x 108 unidades
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formadoras de colénias/mL (UFC/mL) em espectrofotbmetro (FLUOR estrela OPTIMA, BMG
LABTECH, Alemanha).

A determinagdo da concentragdo inibitéria minima foi realizada por microdiluicdo em
microplacas com 96 orificios. Cada orificio foi preenchido com propor¢des variadas do caldo
BHI acrescido de 20% de sacarose e das substéncias, atingindo ao final, diferentes
concentragdes dos produtos testes (0 a 600ug/mL para quitosana, 0 a 1200pg/mL para fluoreto
de sédio e de 0 a 60ug/mL para os biossurfactantes), perfazendo volume final nos pocgos de
100 pL. Para o controle de viabilidade microbiana foi utilizado 80 mL do meio. Em todos os
orificios foram adicionados 20 pL do inoculo microbiano, com excegcdo do controle de
esterilidade, o qual sé continha 100 pyL do caldo BHI acrescido 20% sacarose. O ensaio foi
realizado em quadruplicata. O sistema montado foi incubado a 37°C por 24 h, sendo
posteriormente adicionados 30 pL de resazurina aos orificios para evidenciar a viabilidade
celular microbiana. A coloracdo azul-violeta indicou auséncia de crescimento microbiano
enquanto que as variagdes de rosa-vermelho indicaram a presenga de células viaveis. A leitura

da cor foi realizada ap6s 1 hora da adi¢cdo da resazurina.

2.4 Andlise da Fracdo de Concentracgao Inibitéria (FIC)

O indice FIC foi utilizado para analisar o efeito da combinagéo entre a quitosana ou o
fluoreto de sodio e os biossurfactantes, sendo o efeito classificado como de agéo sinérgica,
antagonica, aditiva ou indiferente na combinacdo entre os compostos. A FIC foi estabelecida

segundo a Eq. 01.:

FIC = MIC A na combinacado  MIC B na combinacao
(Eqg. 01) =T MIC Aisolado | MIC B isolado

O indice FICsna = FIC (1) + FIC (Il). Quando FIC < 0,5 efeito sinérgico; > 0.5 FIC < 1

efeito aditivo; 1< FIC < 4 efeito indiferente, e FIC > 4,0 é definido como antagonismo
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2.5. Formulacao do creme dental

Os cremes dentais foram formulados em condi¢cdes assepticas e todo material foi
previamente esterelizado. A formulacdo dos cremes dentais contendo os biossurfactantes
associados a quitosana ou ao fluoreto de sodio pode ser visualizada na Tabela 1. Num
recipiente de vidro estéril, foram adicionados os compostos solidos, os quais foram macerados
até obtencéo de um pdé. Depois foram acrescentados a glicerina e o alginato de sodio. Apos
completa homogenizacdo foram acrescentados os componentes ativos em solucdo. Todos os
componentes foram misturados até a mistura adquirir, aproximadamente, a mesma
consisténcia de uma pasta de dente comercial [7]. Um creme dental comercial também foi
utilizado para fins de comparacéo.

Inserir Tabela 1
2.6. Determinacédo do pH, da consisténcia e da capacidade espumante das formulagbes
Para determinagdo do pH das formulagéo foi utilizado pHmetro. 2 g de cada formulagéo,

assim como a pasta comercial foi colocada em um Becker de 250 ml, no qual foram
adicionados 80 ml de agua destilada e a solucao foi vigorosamente agitada. Apés 30 minutos,
0s pHs das solu¢des das foram medidos.

A consistencia das pastas de dente foi determinada, colocando 1g de cada amostras no
centro de uma placa de vidro e outra placa foi posicionada sobre a amostra, sendo aplicado 1
kg de peso sobre as placas de vidro. Apos 10 min, o peso foi removido e o didametro da pasta
medido em centimetros, a fim de demonstrar a consisténcia da pasta ou a capacidade de
espalhamento [11].

A capacidade espumante das amsotras foi determinada adiconando 5 mL de agua
destilada e 0,5 g da pasta dental formulada e comercial em um tubo de ensaio. O tubo de
ensaio foi selado e agitado em vortex por 30 seg. A estabilidade da espuma formada foi

estudada e a altura da espuma medida [24].
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2.7. Preparo da saliva artificial modificada (SAM)

A composi¢do da saliva artificial para 1000 mL de 4gua deionizada consistiu de: 1,0 g/L
Extrato de carne (Himedia®); 2,0 g/L Extrato de levedura (Himedia®); 5,0 g/L Peptona Protease
(Himedia®); 2,5 g/L Mucina gastrica de porco tipo Il (Sigma®); 0,2 g/L Cloreto de Sdédio
(Sigma®); 0,2 g/L Cloreto de Potassio (Synth®); 0,3 g/L Cloreto de Célcio (Sigma®); 1,25 mL/L
Solucéo de Uréia a 40% (Sigma®). Solucédo de uréia a 40% foi esterilizada por filtracdo com
filtro 0,2 um, e utilizada para ajustar o pH da saliva apés sua esterilizagdo em autoclave. A
saliva artificial modificada (SAM) consiste de uma mistura na propor¢éo de 60:40 (v:v) de saliva
artificial e caldo Brain Heat Infusion-BHI (DIFCO®) suplementado com 15% de sacarose,

respectivamente [23].

2.8. Analise da inibicdo da formacao de biofilme por S. mutans

Inicialmente foi realizada a obtencéo e a calibragdo do pré-inoculo de S. mutans para o
teste de biofilme. Resumidamente, S. mutans foi inoculado em 10 mL de SAM a 37°C por 18
horas em anaerobiose. Completado o tempo de incubacdo foi realizada leitura em
espectrofotbmetro a 530 nm, sendo procedidos ajustes na concentracdo até obtencdo de
densidade 6tica (DO) na faixa de 0,140 a 0,150, equivalente a suspensao de aproximadamente
1,5 x108 UFC/m.

O biofilme foi formado em laminulas de vidro circulares (75mm x 25 mm) que foram
colocadas em placa de 24 pocos. Foram adicionados 1,8ml de SAM e 0,2ml do inoculo microbiano
padronizado. O sistema foi entdo incubado a 37°C/24h. ApoOs esse periodo as laminulas foram
lavadas gentilmente com solucéo salina 0,9% estéril e transferidas para novas placas de 24 pocos
para serem expostas as pastas de dentes formuladas e comercial. Para o controle foi utilizado
solucao salina 0.9% estéril. As laminulas ficaram imersas em 2ml de solucéo salina (controle) ou
em solucdo de cada pasta de dente, previamente diluidas em agua destilada numa proporcao de

1:3 (w/v), por 30 segundos, sendo depois transferidas para tubos falcons contendo solugéo salina
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0.9% estéril. O biofilme foi desprendido por agitacdo em vortex por 30 segundos. Para a contagem
das bactérias viaveis foram realizadas diluicbes seriadas onde as suspencdes bacterianas obtidas
foram diluidas as concentracdes de 10! até 10®. De cada diluigao foi retirada aliquotas de 100ul e
plagueadas em Mitis Salivarius Agar por técnica de pour plate e incubadas a 37°C /24 horas.
Cada colénia visivel foi considerada uma unidade formadora de col6nia (UFC/ml). O experimento
foi realizado em triplicata.
A quantificagdo de microrganismo viavel no biofilme foi determinada por contagem de

Unidades Formadoras de Colénias- UFC, sendo calculada pela equacéao:

UFC/DO ligados ao esmalte = UFC/DO inicial — UFC/DO final

2.9. Teste do MTT (Ensaio do 3-[4,5-dimetil-2-tiazol]-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium)

O efeito citotdxico das pastas de dentes foi avaliado pelo Ensaio do MTT (Ensaio do 3-
[4,5-dimetil-2-tiazol]-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium) [25,26]. Foram utilizadas as
linhagens celulares L929 (fibroblasto de camundongos) e RAW 264.7 (macrofagos de
camundongos). As linhagens celulares foram obtidas do Banco de células do Rio de Janeiro,
sendo mantidas em meio de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado
com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de solucao de antibiético (penicilina e estreptomicina). As
células foram mantidas em estufa a 37 °C em atmosfera Umida enriquecida com 5 % de CO,.
As células L929 e RAW 264.7 (10° células/mL) foram colocadas em placas de 96 pocos
contendo meio DMEM e incubadas por 24 h. Em seguida 10 pL das solucdes testes foram
adicionadas aos pocgos na concentragéo final de 500 mg/L para as pastas dentais. Uma pasta
de dente comercial (10 pL direto na placa) foi utilizada como controle positivo. Apés 72 h de
incubacao foi adicionado 25 pL de MTT (5 mg/mL) e depois de 3 h de incubag&o, o meio de
cultura com o MTT foram aspirados e 100 yL de DMSO foi adicionado a cada poco. A

absorbancia foi medida em um leitor de microplacas no comprimento de onda de 560 nm. Os
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experimentos foram realizados em quadruplicata e a percentagem de inibicdo foi calculada no
programa GraphPad Prism 7.0 demo.

Para determinacdo da toxicidade foi usada uma escala de intensidade, sendo
considerado toxico as amostras com atividade inibitoéria entre 95 a 100 %, com atividade
moderada as que apresentaram inibicdo variando de 70 a 90% e néo toxica as com inibigéo

menor que 50 % [27].

2.10. Andlises estatisticas
As médias e os desvios padréo (média £ DP) foram calculados. Todos 0s experimentos
foram conduzidos em triplicata e as diferencas foram calculadas usando andlise estatistica de

variancia unidirecional (ANOVA) para uma significancia de p < 0,5.

3. Resultados e Discusséo

O presente estudo apresenta pela primeira vez a utilizagdo de biossurfactantes
associados a quitosana fungica ou a fluoreto de sédio como principios ativos em pasta de
dente para controle de micro-organismos na forma de biofilme. Também sdo descritas as
concentracdes inibitérias minimas dos biossurfactantes, da quitosana fungica e do fluoreto de
sodio, isolados, em combinacdo, bem como o tipo de interagdo que tais principios ativos

apresentam quando combinados.

3.1. Concentracao Inibitoria Minima e Andlise da Frac&o de Concentracao Inibitoria

No presente trabalho foi possivel determinar a concentragdo inibitéria minima das
substancias testes (quitosana, biossurfactantes e fluoreto de sodio), usadas na formulagéo das
pastas de dentes propostas, contra S. mutans. Obteve-se CIM de 400 pg/mL para o fluoreto de
sédio, 150 pg/mL para quitosana fungica, 30 pg/mL para os biossurfactantes produzidos por C.

bombicola e B. cereus e de 20 ug/mL para o biossurfactante produzido por P. aeruginosa.
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Contudo, ao se realizar as combinacfes entre as substancias bioativas pode-se verificar
alteracdo da CIM para valores inferiores aos obtidos com as substancias isoladas. Os trés
biossurfactantes ao serem associados com quitosana apresentaram CIM numa concentracdo
de 10 yg/mL e a quitosana apresentou CIM de 100 pg/mL na associacdo. Por sua vez, ao
combinar o fluoreto de sédio com os biossurfactantes produzidos por C. bombicola e P.
aeruginosa, estes apresentaram CIM numa concentracdo de 15 pg/mL, enquanto que o fluoreto
de sddio apresentou CIM com 300 upg/mL. Contudo, a juncdo entre biossurfactante produzido
por B. cereus e o fluoreto de sodio apresentaram CIM, respectivamente de 20 ug/mL e 400
pg/mL.

A Fracao de Concentracgéo Inibitéria e o tipo de interagédo entre a quitosana ou o fluoreto
de sodio com os biossurfactantes extraidos de C. bombicola (BC), B. cereus (BB) e de P.
aeruginosa (BP) frente S. mutans podem ser visualizados na Tabela 2. As combinagdes entre
os biossurfactantes extraidos de C. bombicola e de P. aeruginosa com a quitosana
demonstraram efeito aditivo para S. mutans, enquanto que para as demais associagfes 0
efeito foi referido como indiferente.

Chang et al. [18] extrairam quitosana de Auricularia sp e verificaram sua atividade
antimicrobiana para S. aureus e E. coli, sendo relatada CIM de 250 pg/mL para quitosana
fungica contra S. aureus e E. coli. Estes autores sugerem que a agdo antimicrobiana da
guitosana esta relacionada com a composicao de sua parede celular e interacdo eletrostatica
entre a estrutura policatibnica do polimero e componentes aniénicos de sua superficie celular.
Bactérias Gram positivas tem &cido teicoico ligado covalentemente ao peptidoglicano, principal
componente da parede celular, responsavel por tornar toda a superficie celular da bactéria
carregada negativamente. A quitosana, por ser um policétion, se liga ndo covalentemente a
acidos teicdicos incorporados na camada de peptidoglicano, ocasionando altera¢des na funcao
do peptidoglicano, o que pode resultar na morte celular. Por outro lado, a parede celular das

bactérias Gram-negativas €é mais complexa, apresentando uma membrana externa
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semipermedvel sobre uma camada de peptidoglicano. Essa membrana externa consiste em
uma bicamada lipidica assimétrica de lipopolissacarideo (LPS), tendo o glicolipideo como seu
principal componente. A quitosana também interage eletrostaticamente com as cargas
negativas do LPS o0 que acarreta em mudancas na permeabilidade, podendo se verificar o
aumento da captacdo de 1-N-fenilnaftilamina, que sugere danos a membrana. Contudo, as
interagOes eletrostaticas de quitosana com LPS ndo afetam significativamente a dindmica da
membrana citoplasmética, uma vez que a quitosana é ligada a membrana externa, tornando o
peptidoglicano e a membrana periplasmética menos afetados e todo o envelope intacto. Isto
pode explicar porque as bactérias Gram-positivas sdo mais sensiveis a quitosana do que as
bactérias Gram-negativas [3].
Inserir Tabela 2

Rufino et al. [28] verificaram a inibicdo de microrganismos envolvidos na formagéo de
biofilme em préteses e dispositivos médicos, incluindo S. mutans, S. mutans NS e S. mutans
HG 985 por biossurfactante extraido de Candida lipolytica . Os autores relatam inibicdo de S.
mutans HG (64.9%); S. mutans (58%) e S. mutans NS (46%), pelo biossurfactante numa
concentrac@o de 0.75 mg/L. Apesar de na presente pesquisa ter se obtido concentracdes mais
elevadas dos biossurfactantes brutos para inibicdo do crescimento de S. mutans, entre 20-
30pg/mL, é importante salientar que essas concentracdes correspondem a 99% de inibi¢cdo da
multiplicacdo microbiana (efeito bacteriostatico), sendo a inibicdo superior ao relatado por
Rufino e colaboradores (2011).

Na literatura é relatada que a quitosana em solugdo acida fraca apresenta carga
positiva (polication) o que permite que haja uma interacdo com a molecula do biossurfactante,
principalmente os anibnicos (carga negativa) por ligacao eletrostatica intermolecular entre os
grupos sulfato do surfactante e o grupo amina protonado do polimero. Em uma concentracéo
critica de surfactante (concentracdo de agregacédo critica) tais ligacdes intermoleculares séo

normalmente cooperativas, formando agregados do tipo micelar, sendo visualizada turbidez
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[29-31]. Contudo, hé relatos de presenca de ligacbes ndo cooperativas da quitosana com
surfactante sintético (SDS) em baixa concentragdo. Contudo, h& relatos de presenca de
ligacbes ndo cooperativas da quitosana com surfactante sintético (SDS) em baixa
concentracdo. Os complexos apresentam-se sollveis e limpidos (ndo turvos) uma vez que as
ligacbes ndo cooperativas tendem a neutralizar as cargas [29,31]. Senra et al. [30] descrevem
que a estequiometria do sistema, surfactante-quitosana, é influenciada por varias variaveis, tais
como hidrofobicidade, rigidez do esqueleto do polimero e densidade de carga, comprimento da
cadeia de surfactante. Tais variaveis irdo influenciar na obtencao de agregados sollveis ou

insoluveis da interag@o quitosana-surfactante.

3.2. Formulacdo do creme dental e determinagdo do pH, da consisténcia e da capacidade
espumante das formulactes

Os cremes dentais sdo considerados um produto cosmético que tem sido usado ao
longo de muitos anos e provou ser uma ferramenta importante para melhorar a salde bucal e a
estética. Esses produtos sdo usados diariamente, mas pouca informacao esta disponivel sobre
0S mesmos. Basicamente, os cremes dentais executam trés fung¢des principais: removem as
manchas no dente por abrasdo, desagregam/inibem microrganismos presentes nos biofiimes
(dentes e mucosas) e auxiliam na remocao de alimentos através de detergentes e atuam como
um transportador de compostos terapéuticos [32].

As formulacdes testadas nessa pesquisa foram preparadas com uma mistura de
bicarbonato de sddio/ carbonato de calcio e cloreto de sédio como abrasivos, fluoreto de sédio
ou quitosana fungica como principio ativo antimicrobiano e remineralizador, biossurfactante
como espumante e principio ativo antimicrobiano, alginato de sodio como agente ligante e a
glicerina como umectante (Tabela 1).

As propriedades dos biossurfactantes produzidos por C. bombicola, B. cereus e P.

aeruginosa cultivados em meios de baixo custo estdo resumidas na Tabela 3. Vale ressaltar
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que todos os biossurfactantes foram obtidos em meios de cultivo de baixo custo, formulados
com residuos industriais.
Inserir Tabela 3

O pH é uma das caracteristicas mais importantes das pastas de dente e, de acordo com
a norma internacional utilizada, o produto deve estar dentro de uma faixa, considerada de
seguranga, que vai de 5,5 a 10,5 [35]. Nas pastas formuladas o pH foi basico variando de 9-
9.16, sendo similar ao pH da pasta comercial a base de cloreto de cetilpiridinio e fluoreto de
sédio (pH 9.26), como pode ser visualizado na Tabela 4. Na literatura é relatado que
dentifricios com pH acido pode promover a desmineralizagéo do esmalte dentario, bem como é
visualizada maior alteracéo na superficie do dente contudo se o pH estiver acima do pH critico
do dente (5,5) a acidez pode aumentar a ligagdo do flior ao esmalte dentario promovendo a
formacgdo da fluorhidroxidoapatita. De forma geral, considera-se as pastas de dente acidas
mais abrasivas, podendo ocasionar lesdo a dentina. Sendo assim, os melhores dentifricios séo
0S neutros ou basicos [36-38].

Conforme relatado na literatura por Bouassida [7], o dentrificio formulado com
biossurfactante de B. subtilis também apresentou valores de pH préximos a 9. Das et al. [11]
descrevem resultados semelhantes para duas formula¢gdes de pasta de dente que utilizaram o
biossurfactante extraido de actinobactérias marinhas (Nocardiopsis), mostrando que o produto
formulado foi mais basico e mais eficiente em comparag¢do com um creme dental comercial.

Inserir Tabela 4

Uma propriedade muito exigida em uma formulacdo de creme dental é o seu aspecto e
consisténcia, ndo devendo haver separacdo em parte liquida e soélida. Deve ser expulso do
tubo flexivel com um aspecto homogéneo e com facilidade, ou seja, sob acdo de uma forga
normal [39]. A capacidade de espalhamento pode refletir a consisténcia de um creme dental,

pois uma grande area de espalhamento equivale a uma melhor consisténcia [11].
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Os resultados de consisténcia dos cremes dentais formulados em comparacdo com o
creme dental comercial também estdo descritos na Tabela 4. O teste de habilidade de
espalhamento mostrou que todos os cremes dentais formulados apresentaram consisténcia
inferior ao creme dental comercial, destacando-se as formulacées com C. bombicola e P.
aeruginosa na presenca de fluoreto. Observou-se também que as formulagées com quitosana
sdo menos fluidas e mais resistentes ao espalhamento (Fig.1).

Inserir Figura 1

Bouassida et al. [7] descreve que o teste de capacidade de espalhamento em pasta de
dente formulado com o biossurfactante apresentou um valor semelhante ao produto comercial,
da ordem de 20 mm. Em contapartida, Das et al. [11] relata que a formulagdo do creme dental
do biossurfactante extraido de actinobactérias marinhas (Nocardiopsis) apresentou maior
consisténcia em relacéo ao creme dental comercial.

A formacao de espuma € outra caracteristica desejavel de qualquer dentifricio, pois esta
associada a um melhor espalhamento do produto por toda a cavidade bucal durante a
escovacdao. Os consumidores também preferem composicdes com boa capacidade de
formacéo de espuma, geralmente obtidas empregando agentes tensio-ativos [7]. Gragas a sua
propriedade espumante, a inclusdo de biossurfactantes em uma formulacdo de pasta de
dentes, pode reduzir significativamente o uso dos surfactantes quimicos [11]. Além da
capacidade espumante, os surfactantes reduzem a tenséo superficial do ambiente liquido em
torno da cavidade oral, permitindo que os ingredientes do creme dental entrem em contato com
os dentes e mucosas mais facilmente. Essa acéo facilita a limpeza, além de dispersar os
flavorizantes contidos na formula [40].

Os resultados de espumacdo estdo descritos na Tabela 5 e ilustrados na Fig. 2. E
possivel observar que tanto todas as formulagbes produziram espuma. Este resultado indica
gque os biossurfactantes atuam como um bom detergente na pasta de dente, corroborando os

resultados obtidos por Das et al.[11], que testaram o biossurfactante produzido por
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Nocardiopsis VITSISB em pasta de dentes em substituicdo ao Lauril sulfato de sédio, um
surfactante muito usado nas formulagdes comerciais

O creme dental comercial e a formulagdo com o biossurfactante de B. cereus mostraram
resultados superiores ao creme dental comercial (85%) no teste de capacidade de formacéao de
espuma, destacando-se a formulacéo contendo quitosana (95%). Estes resultados indicam que
0s biossurfactantes séo eficientes e comparaveis ao surfactante quimico, e que o0s
biossurfactantes também atuam como um bom detergente no dentifricio. Bouassida et al.
(2017) relatam a capacidade de formacdo de espuma para os dentrificios formulados com o
biossurfactante de B. subtilis de 33%, enquanto que o creme dental comercial aresentou uma
emulsificagdo em torno de 90%.

Inserir Tabela 5/ Inserir Figura 2

3.3. Inibicdo da formacao de biofilme por S. mutans pelas pastas de dente

O controle da higiene bucal por acdo mecénica, complementada com agentes quimicos
€ de fundamental importancia e, para tal, € necesario o uso de um creme dental com
formulacdo adequada que auxilie na desorganizagdo do biofilme dental. Um fator chave para
selecionar o dentifricio é sua eficacia antibacteriana. A adicdo de agentes antimicrobianos aos
dentifricios convencionais visa reduzir o crescimento microbiano e sua colonizagdo na
superficie do dente [1,5,6,8,41]. Na Fig. 3 pode-se observar uma diminuigdo de 2 a 3 Log na
viabilidade de S. mutans nas superficies tratadas com as pastas de dentes por 1 minuto em
relagdo ao controle. Pode-se verificar uma eficacia similar entre os produtos formulados e o
comercial, o que sugere eficacia dos biossurfactantes associados ao fluoreto de sodio ou a
quitosana para compor pasta de dente. Contudo, como os resultados foram obtidos em
experimentos in vitro, é fundamental a realizacdo de experimentos in vivo para que se possa

determinar a eficicia dos produtos em sistema biolégico.
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Alguns trabalhos que estudaram o desenvolvimento de cremes dentais a base de
quitosana relataram o desenvolvimento de formulagdes com propriedades melhores no que se
refere a atividade antimicrobiana sendo de maior espectro de acdo e com efeito residual mais
prolongados do que os cremes dentais tradicionais contendo triclosan e fluoreto de sddio
[42,43]. Bouassida et al. [7], por sua vez, demonstrou que o creme dental a base do
biosurfactante produzido por B. subtilis apresentou atividade antimicrobiana efetiva contra os
micro-organismos testados.

Inserir Figura 3

3.4. Citotoxicidade das formulagcdes das pastas de dente

Biossurfactantes e quitosana sdo compostos haturais com reconhecida baixa
toxicidade, atividade antimicrobiana e biocompatibilidade, o que torna esses compostos fortes
candidatos em potencial para o desenvolvimento de produtos odontolégicos. No entanto, ha
uma necessidade de se avaliar a toxicidade de compostos naturais contidos em formulagdes,
principalmente em interagdes ndo antes estudadas, como o caso dos biossurfactantes com o
fluoreto de sodio.

Mediante o0 exposto, 0 presente estudo referi pela primeira vez na literatura a toxicidade
de formulacdes de pasta de dente tendo como principios ativos biossurfactante, quitosana e
fluoreto de sédio. As seis formulagfes das pastas de dentes tiveram sua citotoxicidade avaliada
pelo método de MTT (Tabela 6). Os resultados demonstram que as pastas de dente testes
foram classificados como ndo toxicos para a linhagem de fibroblastos e de macréfagos
apresentando inibicdo celular abaixo de 7%. Tais resultados sugerem o0 uso seguro das
formulacdes apresentadas.

Inserir Tabela 6
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4. Conclusdes

Os biossurfactantes testados apresentam resultados promissores como possiveis
substituintes dos surfactantes quimicos em formula¢des de produtos de higiene oral, podendo
agir ndo s6 como agentes espumantes, como também atuar como agente antimicrobiano. A
associacdo dos biossurfactantes com a quitosana ou o fluoreto de sddio apresentou efeito
aditivo ou indiferente, comprovando uma interagdo positiva entre 0s compostos. As
formulactes das pastas de dentes foram efetivas para inibir o biofilme formado por S. mutans.
A presenca da quitosana nas formulagées também se mostrou importante para aumentar a
inibicdo do biofilme dental. As formula¢cBes propostas apresentaram-se atoxicas, 0 que sugere
seguranca de seu uso. Mediante aos resultados obtidos nos experimentos in vitro, é

fundamental dar continuidade aos estudos aplicando ensaios in vivo em sistemas biol6gicos.
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Tabela 1

Composicdo do creme dental formulado com biossurfactante e quitosana (CDBC) e creme

dental formulado com biossurfactante e fluoreto de sodio (CDBF)

Componente Funcéo Quantidades
CDBC CDBF
Carbonato de sédio Abrasivo -- 1,5%
Carbonato de calcio Abrasivo 15% --
Cloreto de sodio Abrasivo 15% 15%
Glicerina Umectante 40% 4,0%

Alginato de sodio
Flavorizante
Fluoreto de Sdédio
Quitosana

Biossurfactante

Agua deionizada

Agente ligante

Sabor e refrescéancia
Principio ativo
Principio ativo
Espumante/tensoativo/
Principio ativo

solvente

10% 10%
0,5% 0,5%

-- 0,75%
0,75% --

0,05% 0,05%

4,0% 4,0%




Farias, J.M. Formulacao de produtos de higiene oral a base de biossurfactante e quitosana 128

Tabela 2

Determinacao da Concentragao inibitério minima e da Fragédo de Concentracédo Inibitéria para a
quitosana (C), fluoreto de sédio (NaF) e os biossurfactantes produzidos por Candida bombicola
URM 3718 (BC), Bacillus cereus UCP1615 (BB) e de Pseudomonas aeruginosa UCP 0992
(BP) em combinacdes (pg/mL) e os efeitos encontrados para as combinagbes frente

Streptococcus mutans UA 159.

Combinacgbes | Fracdo de Concentracao Inibitéria | Tipo de interacao
S. mutans S. mutans

BC+C 0,84 Aditivo

BB+ C 1,67 Indiferente

BP +C 1,00 Aditivo

BC + NaF 1,25 Indiferente

BB + NaF 1,67 Indiferente

BP + NaF 1,50 Indiferente
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Tabela 3

Propriedades dos biossurfactantes produzidos por Candida bombicola URM 3718 (BC),

Bacillus cereus UCP1615 (BB) e de Pseudomonas aeruginosa UCP 0992 (BP) e utilizados na

formulacao dos cremes dentais.

Biossurfactante Rendimento Tenséo CMC Referéncia
superficial
Bacillus cereus 3,6 g/L 29,0 mN/m 1,0g/L [21,33]
Candida bombicola 8,4 g/L 30,0 mN/m 0,59/L [22,34]
Pseudomonas 26,0 g/L 26,5 mN/m 0,6 g/L [20]

aeruginosa




Farias, J.M. Formulacao de produtos de higiene oral a base de biossurfactante e quitosana 130

Tabela 4
pH e Capacidade de espalhamento (mm) dos cremes dentais, Valores expressos como médias

* desvio padréo,

Tipo de creme dental pH Capacidade de

espalhamento (mm)

Comercial 9,26 24,0+0,5
Formulado com o biossurfactante de B, cereus + 9,16 10,1+0,2
fluoreto

Formulado com o biossurfactante de B, cereus + 9,13 08,2+0,1
quitosana

Formulado com o biossurfactante de C, bombicola+ 9,09 17,0+0,3
fluoreto

Formulado com o biossurfactante de C, bombicola+ 9,08 12,1+0,4
quitosana

Formulado com o biossurfactante de P, aeruginosa 9,14 17,0£0,5
+ fluoreto

Formulado com o biossurfactante de P, aeruginosa 9,00 11,1+0,5

+ quitosana
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Tabela 5
Medicdo da espuma das formulagcdes dos cremes dentais, Valores expressos como média +

desvio padréo,

Tipo de creme dental Formacéao de

espuma (%)

Comercial 85,00+0,00
Formulado com o biossurfactante de B, cereus + fluoreto 90,00+£3,72
Formulado com o biossurfactante de B, cereus + guitosana 95,12+45,31
Formulado com o biossurfactante de C, bombicola + fluoreto 66,63+6,73
Formulado com o biossurfactante de C, bombicola + quitosana 63,71+£7,05
Formulado com o biossurfactante de P, aeruginosa + fluoreto 65,55+5,91

Formulado com o biossurfactante de P, aeruginosa + quitosana 75,64+6,42




Farias, J.M. Formulacao de produtos de higiene oral a base de biossurfactante e quitosana 132

Tabela 6

Percentagem de inibicdo das linhagens celulares de fibroblastos de camundongos (L929) e de
macréfagos de camundongos (RAW 264,7) expostos as pastas de dente formuladas contendo
como principios ativos: biossurfactante de C, bombicola + Fluoreto de s6dio (PDBCBNaF),
biossurfactante de B, cereus + Fluoreto de sédio (PDBBCNaF), biossurfactante de P,
aeruginosa + Fluoreto de sédio (PDBPANaF), biossurfactante de C, bombicola + quitosana
(PDCBCQC), biossurfactante de B, cereus + quitosana (PDBCC), biossurfactante de P, aeruginosa

+ quitosana (PDPAC) e a pasta de dente comercial (PDC),

% inibicao celular

Enxaguatorios L929 EP RAW 264,7 EP
PDBCBNaF 0,0 0,0 0,0 0,0
PDBBCNaF 0,0 0,0 0,0 0,0
PDBPANaF 6,83 2,31 0,0 0,0
PDCBC 0,0 0,0 0,0 0,0
PDBBC 4,91 3,58 0,0 0,0
PDPAC 0,0 0,0 0,0 0,0
PDC pura

PDC 50%

*EP = erro padrado
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Fig, 1, Aparéncia da consisténcia, antes (1) e apds (2) espalhamento dos cremes dentais:
comercial contendo cloreto de cetilpiridinio e fluoreto de sédio (A), pastas de dente contendo
biossurfactante extraido de B, cereus + fluoreto de sbédio (B) ou + quitosana (C),
biossurfactante extraido de C, bombicola + fluoreto de sédio (D) ou + quitosana (E) e

biossurfactante extraido de P, aeruginosa + fluoreto de sodio (F) ou + quitosana (G),

Fig, 2, Formacao de espuma das formulagdes dos cremes dentais: comercial contendo cloreto
de cetilpiridinio e fluoreto de sédio (A), pastas de dente contendo biossurfactante de B, cereus
+ quitosana (B) ou + fluoreto de sédio (C), biossurfactante de C, bombicola + quitosana (D) ou
+ fluoreto de sédio (E) e biossurfactante de P, aeruginosa + quitosana (F) ou + fluoreto de

sédio (G),

Fig, 3, Contagem de S, mutans viaveis no biofilme pré-formado durante 24h a 373C em saliva
artificial modificada ap6s o tratamento por 30 segundos com pasta comercial contendo cloreto
de cetilpiridinio e fluoreto de sddio, pastas de dente contendo biossurfactante de C, bombicola
+ fluoreto de s6dio (BSCBF) ou + quitosana (BSCBC), biossurfactante de B, cereus + fluoreto
de sédio (BSBCF) ou + quitosana (BSBCC) e biossurfactante de P, aeruginosa + fluoreto de

sédio (BSPAF) ou +quitosana (BSPAC) e controle (solucao salina 0,9%),
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Fig, 1



Farias, J.M. Formulacao de produtos de higiene oral a base de biossurfactante e quitosana 135

Fig, 2
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CAPITULO IV
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CONCLUSOES GERAIS

Os estudos realizados nessa pesquisa permitem as seguintes conclusées:

Os biossurfactantes obtidos dos micro-organismos Bacillus cereus, Candida bombicola
e Pseudomonas aeruginosa apresentam adequacdo nas formulacées dos produtos de
higiene oral,

Os biossurfactantes, associados ou ndo a quitosana, mostram eficiéncia e semelhanca
nos testes comparativos com uma pasta comercial,

Todas as substancias estudadas apresentam propriedades antimicrobianas para os
micro-organismos cariogénicos,

Os enxaguatoérios testes apresentaram toxicidade significativamente inferior ao
enxaguatério comercial,

A presenca de quitosana nos enxaguatérios bucais aumenta a capacidade
antimicrobiana se comparado aos enxaguatoérios contendo apenas 0s biossurfactantes,

As formulagBes de creme dental sdo atdxicas e efetivas para inibir o biofilme formado
por S, mutans,

As formulacdes do creme dental contendo quitosana apresentam resultados superiores
guanto a atividade antimicrobiana em relacdo as formulacées contendo apenas 0s
biossurfactantes,

Os biossurfactantes testados, bem como a quitosana, S8o promissores como possiveis
substituintes de surfactantes quimicos em formulagbes e produtos de higiene oral,
podendo agir ndo s6 como agentes espumantes, como também atuar como agentes
antibacterianos,

Os produtos naturais e biodegradaveis utilizados nessa pesquisa sdo candidatos

promissores como substitutos dos similares quimicos usados nas industrias do pais,
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ANEXOS

From: International Journal of Biological Macromolecules <EviseSupport@elsevier,com>
Date: dom, 7 de fev de 2019 as 18:18
Subject: Revision requested for IJIBIOMAC_2019 127

To: <leonie@unicap,br>

This message was sent automatically,

Ref: IJBIOMAC_2019 127

Title: Mouthwash containing a biosurfactant and natural products: An eco-sustainable
option for the control of cariogenic microorganisms

Journal: International Journal of Biological Macromolecules

Dear Dr, Sarubbo,

Thank you for submitting your manuscript to International Journal of Biological
Macromolecules, | have completed the review of your manuscript and a summary is
appended below, The reviewers recommend reconsideration of your paper following
major revision, | invite you to resubmit your manuscript after addressing all reviewer
comments,

When resubmitting your manuscript, please carefully consider all issues mentioned in
the reviewers' comments, outline every change made point by point, and provide
suitable rebuttals for any comments not addressed,

To submit your revised manuscript:

e Loginto EVISE® at:
http://www,evise,com/evise/faces/pages/navigation/NavController,jspx?JRNL _ACR=I1JBIOMAC

e Locate your manuscript under the header 'My Submissions that need Revisions' on your 'My
Author Tasks' view

e Click on 'Agree to Revise'

e Make the required edits

e Click on 'Complete Submission' to approve

What happens next?

After you approve your submission preview you will receive a notification that the
submission is complete, To track the status of your paper throughout the editorial
process, log in to Evisee at:
http://www,evise,com/evise/faces/pages/navigation/NavController,jspx?JRNL _ACR=I1JB
IOMAC,
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Enrich your article to present your research with maximum impact, This journal
supports the following Content Innovations:

Data in Brief (optional)

We invite you to convert your supplementary data (or a part of it) into a Data in Brief article, Data in Brief
articles are descriptions of the data and associated metadata which are normally buried in supplementary
material, They are actively reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and freely available to all
upon publication, Data in Brief should be uploaded with your revised manuscript directly to International
Journal of Biological Macromolecules, If your International Journal of Biological Macromolecules research
article is accepted, your Data in Brief article will automatically be transferred over to our new, fully Open
Access journal, Data in Brief, where it will be editorially reviewed and published as a separate data article
upon acceptance, The Open Access fee for Data in Brief is $500, This fee applies to Data in Brief articles
submitted via International Journal of Biological Macromolecules between July 1st and December 31st,
2017,

Please just fill in the template found here:

http://www,elsevier,com/inca/publications/misc/dib _data%20article%20template for%20other%?20journals
.docx, Then, place all Data in Brief files (whichever supplementary files you would like to include as well
as your completed Data in Brief template) into a ,zip file and upload this as a Data in Brief item alongside
your International Journal of Biological Macromolecules revised manuscript, Note that only this Data in
Brief item will be transferred over to Data in Brief, so ensure all of your relevant Data in Brief documents
are zipped into a single file, Also, make sure you change references to supplementary material in your
International Journal of Biological Macromolecules manuscript to reference the Data in Brief article where
appropriate,

Questions? Please send your inquiries to dib@elsevier,com, Example Data in Brief can be found here:
http://www,sciencedirect,com/science/journal/23523409

| look forward to receiving your revised manuscript as soon as possible,
Kind regards,
Professor Kennedy

Editor
International Journal of Biological Macromolecules
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