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RESUMEN

Objetivo: El propésito del presente estudio fue determinar y evaluar la actividad inhibitoria del
extracto etandlico al 1,07mg/ml de Stevia rebaudiana en etanol a 70° y la solucién acuosa a
1mg/ml de xilitol sobre el crecimiento de los microorganismos presentes en flora mixta salival,
in vitro. Materiales y métodos: Para el desarrollo de la prueba se incubaron en aerobiosis a
37°C por 24 horas 0,2 ml de saliva recolectada por estimulaciéon en 0,8 ml de cada solucién
preparada (Stevia rebaudiana, Xilitol, etanol de 70°, clorhexidina al 0,12% y Caldo BHI
infusién cerebro corazén). Posteriormente, se realizd la siembra sobre superficie por
diseminacién con espatula de Digralsky en placa de Petri con Agar Tripticasa soya TSA de 0,1
ml de inéculo en dilucién seriada 1:10 hasta alcanzar el factor de dilucién 107 y se procedi6 a la
incubacién en aerobiosis a 37°C por 24 horas para luego realizar el recuento de unidades
formadoras de colonias (UFC/ml). El anélisis estadistico se realiz6 con el programa estadistico
Stata version libre 12.0., se calcularon medidas de tendencia central y dispersion, se aplicd la
prueba de normalidad de Shapiro — Wilk para conocer la normalidad de los datos, y el Test de
Kruskal — Wallis y post hoc “Test de Dunn” para la prueba de hipétesis. Se trabajé con un nivel
de significancia del 5% (p < 0,05). Resultados: El extracto etandlico al 1,07mg/ml de Stevia
rebaudiana en etanol a 70°, la Clorhexidina al 0,12% y el etanol de 70° presentan 0 unidades
formadoras de colonias. Y la solucién acuosa a 1mg/ml de Xilitol presento un indice de
crecimiento bacteriano de 816 x 10* + 657,91 UFC/ml, con una diferencia altamente
significativa con respecto al extracto etandlico al 1,07mg/ml de Stevia rebaudiana en etanol a
70°, clorhexidina al 0,12% y etanol de 70°, siendo el segundo con mayor crecimiento bacteriano
después del caldo BHI infusién cerebro corazén. Conclusiones: Se determiné que el extracto
etandlico al 1,07mg/ml de Stevia rebaudiana en etanol a 70° posee actividad inhibitoria sobre el
crecimiento de los microorganismos presentes en flora mixta salival, mientras que la solucién
acuosa a Img/ml de Xilitol disminuye el crecimiento bacteriano, pero no de manera

significativa.

Palabras clave: Stevia rebaudiana, Xilitol, actividad inhibitoria.



SUMMARY

Objective: The purpose of the study was to determine and evaluate the inhibitory activity of the
ethanolic extract at 1.07mg/ml of Stevia rebaudiana and etanol 70° and the solution at 1mg/ml
of Xylitol on the growth of the microorganisms present in the mixed salivary flora, in vitro.
Materials and methods: For the development of the test, 0.2ml of saliva collected by
stimulation in 0.8ml of each prepared solution (Stevia rebaudiana, Xylitol, ethanol 70°,
chlorhexidine 0.12% and broth BHI infusion brain heart) were incubated in aerobiosis at 37°C
for 24 hours. Subsequently, the seeding was performed on a Surface by dissemitation with a
Digralsky spatula in a Petri dish with Agar Tripticase soybean TSA of 0.1 ml of inoculum in a
1:10 serial dilution until the dilution factor 10> was reached and incubation was carried out.
aerobiosis at 37°C for 24 hours to then count the colony forming units (UFC/ml). The statistical
analysis was performed with the statistical program Stata free version 12.0, measures of central
tendency and dispersion were calculated, the Shapiro - Wilk normality test was applied to know
the normality of the data, and the Kruskal - Wallis test and of post hoc “Test de Dunn” for
hypothesis testing. We worked with a level of significance of 5% (p<0.05). Results: The
ethanolic extract at 1.07mg/ml Stevia rebaudiana and ethanol 70°, Chlorhexidine 0.12% and
ethanol 70° present O colony forming units. And the aqueous solution at 1mg/ml of Xylitol
showed a bacterial growth index of 816 x 10-4 + 657.91 CFU / ml, with a highly significant
difference with respect to the ethanolic extract at 1.07mg/ml of Stevia rebaudiana and ethanol
70°, chlorhexidine 0.12% and ethanol 70°, the second with the highest bacterial growth after
broth BHI infusion brain heart. Conclusions: It was determined that the ethanolic extract at
1.07mg/ml of Stevia rebaudiana and ethanol 70° possesses inhibitory activity on the growth of
the microorganisms present in mixed salivary flora, while the aqueous solution at 1mg/ml of

Xylitol decreases the growth bacterial, but not significantly.

Keywords: Stevia rebaudiana, Xylitol, inhibitory activity.
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L. INTRODUCCION

En la actualidad la caries dental es una de las enfermedades mds comunes del pais y a pesar de
las campaifias de prevencién y promocién de la salud no se ha podido disminuir la prevalencia ni
la incidencia de la misma que registra nuevos casos cada afio.

Como en la mayoria de enfermedades que suscitan en el Perd, son las poblaciones vulnerables
las mds propensas a tener mayor riesgo de sufrir caries dental ya sea por el nivel
socioecondmico, la dieta o los hdbitos de higiene personal, u otros factores que intervienen de
manera directa dentro de esta. La caries dental se presenta desde la infancia, etapa de nuestras
vidas donde la dieta se basa en su mayoria en carbohidratos y aziicares refinados, siendo esta la
principal causa junto a los malos hdbitos de higiene oral los principales causantes de la
desmineralizacién de la superficie dental por los dcidos liberados por el metabolismo de las
bacterias.

En este contexto, se hace necesaria la bisqueda de nuevas alternativas que ayuden a la
prevencion de la caries dental, estas deben ser asequibles econdmicamente y atractivas para la
poblacién a la cual se quiere proteger. Es asi que, en los ultimos afios, la fitoterapia ha tomado
mayor vigencia en el drea de la medicina, pues posee a través de recursos naturales, propiedades
para curar enfermedades, aliviar el dolor, etc.

Tanto la Stevia rebaudiana proveniente del arbusto del mismo nombre y el Xilitol, extraido del
abedul son dos edulcorantes naturales usados en la actualidad por pacientes con enfermedades
sistémicas como Diabetes Mellitus, trigliceridemia, hipertensién, etc., donde el control del
sobrepeso por la cantidad de carbohidratos y azicares que se consume es importante. Se hace
necesario estudiar las propiedades de estas en cuanto a como pueden ayudar a prevenir la
enfermedad de caries dental tanto en pacientes comprometidos sistémicamente y los que no lo
estén, opten por la medicina natural, obteniendo asi alternativas de bajo costo, que sean

accesibles a la clase popular.
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El objetivo serd determinar la actividad inhibitoria sobre el crecimiento de los microorganismos
presentes en flora mixta salival del extracto etandlico de Stevia rebaudiana y la solucion acuosa
de xilitol.

La investigacion se realizé por el interés de dar a conocer cudl de estos edulcorantes, uno mas
conocido en nuestro pais y de fécil obtencion, la Stevia rebaudiana, y el otro mds usado en el
extranjero, sobre todo en paises asidticos, el Xilitol, presenta una mayor accién inhibitoria sobre
los microorganismos que se encuentran en la flora mixta salival. Ademds de crear alternativas
para antimicrobianos conocidos como la clorhexidina, que es de alto costo y uso limitado.

Para ello se cultivard la saliva obtenida por estimulacién de personas con caries dental junto al
extracto etandlico al 1,07 mg/ml de Stevia rebaudiana en etanol a 70°, la solucién acuosa a 1
mg/ml de Xilitol, dos controles positivos (Clorhexidina al 0,12% y etanol a 70°) y el caldo BHI
infusiéon cerebro corazén como control negativo, en placas de Petri con Agar TSA tripticasa
soya por 24 horas en condiciones de aerobiosis a 37°C. Para el posterior conteo del nimero de
unidades formadoras de colonias (UFC) lo cual ayud6 a evaluar su actividad inhibitoria sobre el

crecimiento de los microorganismos presentes en la flora mixta salival.

13



IL. PROBLEMA DE INVESTIGACION

2.1. Area problema

. L L . 1 . . .
La caries dental es la enfermedad mas comin de la cavidad oral . Estudios indican que los
altos indices de esta enfermedad se encuentran en paises en vias de desarrollo y en zonas donde
existe gran pobreza, mientras que en paises europeos con alta disponibilidad de recursos en

. . .. - (2
cuanto a mvestigacion ocurre lo contrario ¢ ).

El tipo de dieta se encuentra asociada con la presencia de caries dental, siendo asi que, en los
infantes donde el consumo de hidratos de carbono y azicares refinados, como la sacarosa,
asociados a inadecuados habitos basicos de higiene oral ayudan a que los microorganismos
presentes en la boca se adhieran a la superficie del diente a través de la pelicula adquirida que al
fermentar los azicares originan 4dcidos como producto final de su metabolismo, disminuyendo el
pH de la cavidad oral y produciéndose asi como consecuencia: la desmineralizacion del esmalte

dental ™,

La Stevia rebaudiana, es una planta introducida hace mas de década y media, y de cultivo
adaptable a los diversos tipos de clima presentes en el Perd. Posee en sus hojas al esteviosido,
usada por sus propiedades como edulcorante natural. Se han realizado investigaciones in vitro
que determinan la actividad inhibitoria y antibacteriana de la Stevia rebaudiana sobre el
Streptoccocus mutans. Asi mismo, el Xilitol es un fitoquimico ampliamente estudiado en paises
asiaticos, no metabolizado por las bacterias adheridas a la biopelicula dental y por lo tanto su

presencia en la cavidad oral no genera la posibilidad de desarrollar caries dental **'?.

Se deduce entonces que al reemplazar el consumo de sacarosa por Stevia rebaudiana o Xilitol

estaremos reduciendo la incidencia de caries dental.

14



2.2. Delimitacién del problema:

En el Pertd y en paises donde existen zonas con indices elevados de pobreza, la caries dental y la
enfermedad periodontal parecen ser enfermedades de la cavidad oral que no se pueden prevenir,

. 2
y es entonces cuando se buscan nuevas alternativas @

La Stevia rebaudiana contiene glicésidos presentes en las hojas como: el esteviosido y
rebaudiésido, de los cuales se sabe no tienen actividad cariogénica por lo que pueden ser usados
como recursos de prevencién y reduccién de la prevalencia e incidencia de caries dental sobre
grupos etdreos vulnerables, como los nifios. Estudios in vitro han demostrado que los extractos
etandlicos y metandlicos a base de Stevia rebaudiana en diferentes concentraciones presentan
actividad inhibitoria sobre Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus y Lactobacillus
acidophillus, los cuales estdn intimamente relacionados con la presencia de caries dental debido
a la disminucién en la produccién de polimeros insolubles bacterianos. Ademds, presentan
propiedades antiinflamatorias y cicatrizantes, por lo que podrian resultar potencialmente

efectivas en el tratamiento de enfermedades periodontales "2,

En cuanto al Xilitol como edulcorante natural con cinco carbonos dentro de su estructura
quimica no puede ser degradada por los microorganismos presentes en la cavidad oral
disminuyendo asi la presencia de dientes con lesiones por caries dental, que en estudios ha
demostrado poseer propiedades para ayudar a la remineralizacidn del esmalte dental en tiempos

prolongados de consumo “*'?,

Se requiere, conocer la actividad inhibitoria, in vitro, que tendrdn los edulcorantes naturales
como lo son la Stevia rebaudiana y el Xilitol sobre el crecimiento de los microorganismos

presentes en la cavidad oral.

15



2.3.

Formulacién del Problema:

(Presentardn actividad inhibitoria el extracto etandlico al 1,07mg/ml de Stevia Rebaudiana en

etanol a 70° y la solucién acuosa a Img/ml de Xilitol sobre el crecimiento de los

microorganismos presentes en flora mixta salival, in vitro?

2.4.

Objetivos de la investigacion:

2.4.1. Objetivo General:

Determinar y evaluar la actividad inhibitoria del extracto etandlico al 1,07 mg/ml de Stevia
rebaudiana en etanol a 70° y la solucién acuosa a Img/ml de Xilitol sobre el crecimiento

de los microorganismos presentes en flora mixta salival, in vitro.

2.4.2. Objetivos Especificos:

Determinar y analizar la actividad inhibitoria del extracto etandlico al 1,07 mg/ml en etanol
a 70° de Stevia rebaudiana sobre el crecimiento de los microorganismos presentes en flora
mixta salival, in vitro a las 24 horas mediante el recuento de unidades formadoras de
colonias (UFC).

Determinar y analizar la actividad inhibitoria de la solucién acuosa a 1mg/ml de Xilitol
sobre el crecimiento de los microorganismos presentes en flora mixta salival, in vitro a las
24 horas mediante el recuento de unidades formadoras de colonias (UFC).

Comparar la actividad inhibitoria del extracto etandlico al 1,07 mg/ml en de Stevia
rebaudiana etanol a 70° y de la solucién acuosa a Img/ml de Xilitol sobre los
microorganismos presentes en flora mixta salival, in vitro a las 24 horas mediante el

recuento de unidades formadoras de colonias (UFC).

16



2.5.  Justificacién de la investigacion:

La Stevia rebaudiana ha demostrado tener cualidades para la prevencién de la caries dental que
al ser usado por su actividad inhibidora del crecimiento bacteriano resulta ser eficaz, esto se
consigue debido a que el Streptoccocus mutans no puede utilizarla durante su metabolismo para

la obtencién de energia celular.

Se espera por ello que con el consumo prolongado de Stevia rebaudiana se disminuya la
cantidad de bacterias y su capacidad para producir caries dental, como consecuencia de la
menor produccién de polimeros insolubles bacterianos que generan dcidos que atacan al esmalte

denta] **'V

El Xilitol estd presente en diversas frutas y vegetales e incluso es producido en el organismo
humano durante el metabolismo, estableciendo un ciclo estéril de consumo de energia
intracelular que rompe la cadena energética del fosfato e inhibe, in vitro, la produccién de
polisacéridos de los microorganismos de la cavidad oral. Controlando la acumulacién de la
biopelicula en las superficies dentales, evitando la inflamacién gingival y lesiones por caries
dental. Andlisis quimicos han demostrado que la biopelicula que se forma en presencia de
Xilitol contiene mds calcio que en presencia de sacarosa, ya que este calcio estd parcialmente
presente en forma soluble y puede estar disponible para la remineralizacion de sitios deficientes

de calcio ©1319),

Actualmente se ha investigado mucho sobre fitoterapia en odontologia, y se hace necesario que
en un pais como el nuestro donde existe diversidad de plantas medicinales y un alto indice y
prevalencia de caries dental, se investigue de manera continua sobre nuevas alternativas en

cuanto a prevencién y tratamiento de la misma.

En cuanto a los resultados, estos nos permitirdn implementar un protocolo de prevencién y
reduccion de la incidencia de la caries dental con el uso de edulcorantes naturales (Stevia

rebaudiana y Xilitol).

17



Y asi crear nuevas alternativas de consumo de azicares para nifios y adultos que no resulten

desagradables al paladar y sean econdmicamente accesibles para todo estrato socioeconémico.

2.6.  Limitaciones:

- Existen pocas investigaciones que ayuden a desarrollar esta investigacion.

- El alto costo de los insumos.

- La falta de equipo sofisticado y en Optimas condiciones para el desarrollo de pruebas de
perfil bioquimico, cromatografia de gases y espectrometria de gases.

- Generar las condiciones Optimas para la ejecucion de la investigacion.

- Al tratarse de un estudio in vitro, las condiciones de desarrollo de microorganismos son

simuladas en comparacién con otros factores que pueden influir en las condiciones in vivo.

2.7. Viabilidad:

La investigacion es viable, desde el punto de vista econdmico, tedrico y social puesto que, a
pesar de las limitaciones que se tienen, se cuentan con todas las bases tedricas que anteceden a

la investigacion, con los recursos para llevarlo a cabo y no se causard ningtn dafio o perjuicio.

18



IIL. MARCO TEORICO

3.1.  Antecedentes del problema

Viteri et al. (2010) observaron el efecto de los extractos de Stevia rebaudiana Bertoni a
diferentes concentraciones y solventes (agua, metanol, etanol, acetato de etilo y hexano)
sobre el crecimiento in vitro del S. mutans y del L. acidophillus, determinando el posible
potencial anticariogénico de este edulcorante natural. Utilizaron la técnica de maceracién al
frio para conseguir los extractos y se reprodujeron mediante repiques cada 24 horas en caldo
Tripticasa de soya (STS) a las cepas de S. mutans y L. acidophillus, para mantenerlas vivas.
El ensayo microbioldgico se realiz6 con la técnica de agar difusién con bacterias y
perforaciéon de placa de forma duplicada para cada uno de los extractos, usando como
controles positivos a la clorhexidina 0,2%, vancomicina, penicilina; y como controles
negativos a 20 uL. de cada solvente. Finalmente se hicieron observaciones a las 24, 48 y 72
horas para determinar el efecto de estos extractos en el crecimiento de las bacterias. Los
resultados demostraron que: el extracto con agua, metanol y etanol requirieron una
concentracion de 400mg/ml para producir efecto inhibitorio, generdndose un halo de 9; 11,5
y 12,17 mm respectivamente en promedio para ambas especies bacterianas, mientras que el
extracto con acetato de etilo requiri6 una concentracién de 200 mg/ml y formé un halo de
inhibicién de 11,5 mm en promedio para el S. mutans y 10,5 mm en promedio para el L.
acidophillus; , en cuanto al extracto hexandlico se us6é una minima concentraciéon de 50
mg/ml con el que se obtuvo un promedio de halo de inhibicién de 14,5 mm en promedio para
el S. mutans y 15,5 mm en promedio para el L. acidophillus. Los controles positivos:
vancomicina de 30 ug/ 1ml y la clorhexidina de 0,2% generaron halos de 16,5 y 15 mm en
promedio para el S. mutans y 17 y 15 para el L. acidophillus en promedio, respectivamente,
y la penicilina gener6 un halo de inhibicién de 21 mm en promedio solo para el L.
acidophillus. Los solventes usados como controles negativos no mostraron actividad

inhibitoria en contra de las cepas estudiadas. En conclusion: Los extractos de Stevia
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9rebaudiana con metanol y etanol son estadisticamente iguales al ser comparados con la
vancomicina, sin embargo, el extracto hexandélico mostré mejores resultados en la inhibicién
del crecimiento para S. mutans y L. acidophillus a las 48 horas, por lo que se podria deducir
un posible poder anticariogénico de este endulzante natural .

Giertsen ef al. (2011) probaron que las exposiciones repetidas de Xilitol a biopeliculas
orales mixtas in vitro de 6 especies (Actinomyces naeslundii, Candida albicans,
Fusobacterium nucleatum, Streptococcus oralis, Veillonella dispar y Streptococcus mutans
(8 cepas)) reducen el nimero de bacterias a través de ciclos metabdlicos. Para ello se adopt6
una modificacién del modelo de Ziirich in vitro de placa supragingival, colocandose 15
discos de hidroxiapatita estériles por biofilm de 6 especies mixtas y se cubrieron con 1 600
microlitros de saliva procesada hasta la formacién de la biopelicula oral para la posterior
exposicioén de estas a soluciones de Xilitol al 7.5% en discos con el objetivo de medir la
concentraciéon final del poliol para poder realizar el sembrado, en condiciones de
anaerobiosis y evaluar las unidades formadoras de colonias totales (UFC). Utilizaron como
controles a la saliva y al sorbitol. Los resultados demostraron que en las biopeliculas tratadas
con sorbitol después de los ciclos metabdlicos se encontraron mayores recuentos de colonias
de S. sobrinus (9,7 £ 0.5 UFCs) y de S. mutans (14,0 £ 3,2 UFCs), mientras que luego de la
exposicién al Xilitol los recuentos de colonias de S. sobrinus (7,8 £ 0,6 UFCs) y de S.
mutans (9,8 £ 1,9 UFCs) disminuyeron. En conclusién, el Xilitol no inhibié el crecimiento
de las cepas de Streptococcus a pesar de la exposicion repetida y concentraciones
relativamente altas de Xilitol, mas si hubo disminucién en comparacién al sorbitol "'

Gamboa et al. (2012) evaluaron la actividad antibacteriana de extractos de Stevia
rebaudiana con 5 solventes (hexano, metano, etanol, acetato de etilo y cloroformo) sobre 16
cepas bacterianas (S. mtutans, S. mitis, S. salivarius, L. acidophillus, S. rattus, S. cricetus, L.
plantarum, L. casei, L. brevis y S. sobrinus). Se elaboraron los extractos usando la técnica de

maceracion en frio y se prepararon concentraciones de 15 mg/ml, 30 mg/ml, 60 mg/ml y 120
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mg/ml para cada extracto. La actividad antimicrobiana de los extractos se probé usando el
método de difusién en pozo, usando como control positivo a la vancomicina 180 ug/ml y la
azitromicina 150 ug/ml; y cada solvente como control negativo, los cudles se incubaron a
37°C durante 24 a 72 horas bajo condiciones anaerdbicas. Cada ensayo se realizé por
triplicado y el resultado promedio se informé en mm. Los resultados demostraron que
ninguno de los 5 controles negativos tenia actividad antimicrobiana, mientras que la
vancomicina y la azitromicina obtuvieron valores que varfan de 18 a 25 mm. El extracto de
hexano en promedio mostré la mis baja actividad antimicrobiana, mientras que ocurri lo
contrario con el etanol 120 mg/ ml, acetato de etilo 60 mg/ml y cloroformo 60 mg/ml cuya
mayor accién se observé sobre L. acidophillus, L. platarum, L. casei y L. brevis a las 72
horas 7.

Mohammadi-Sichani ef al. (2012) evaluaron la actividad antibacteriana de las hojas de
S. rebaudiana usando 4 solventes (metanol, etanol, acetona y agua) en concentraciones de
200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 y 3,13 mg/ml. El ensayo antimicrobiano se realizd usando el
método de difusién en agar-pozo, tomdndose como control positivo a la tetraciclina y como
control negativo al dimetilsulféxido al 0,25%, para finalmente incubar las placas por
triplicado en medio aerdbico a 37°C con 5% de CO, durante 48 horas. La actividad
antimicrobiana (Concentracién minima inhibitoria y Concentracién bactericida minima) de
cada extracto se determind midiendo el didmetro de la zona de inhibicién que se considerd
activo si era de 8 mm o mas. Los resultados demostraron que: los extractos de metanol (21,3
+ 2,2 mm), etanol (27,0 £ 0,8 mm), y acetona (28,7 + 2,8 mm) fueron muy efectivos contra
S. mutans pero el extracto acuoso no mostré actividad inhibitoria; la concentraciéon minima
inhibitoria y concentracidn bactericida minima del etanol fueron 6,25 mg/ml y 12.5 mg/ml,
de la acetona 3,13 mg/ml y 12,5 mg/ml y del metanol 50 mg/ml y 100 mg/ml. En conclusion,
los extractos de acetona y etanol de hojas de S. rebaudiana mostraron mayor actividad

.. . 16
antimicrobiana contra S. mutans 1°.
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Marttinen et al. (2012) compararon los efectos del Xilitol (sensible y resistente) sobre
S. mutans NCTC 10449 y CI 2366. Para ello se elaboré una biopelicula in vitro de tres
especies (A. naeslundii, S. sanguinis y la cepa de S. mutans) a partir de saliva pasteurizada de
5 sujetos sanos, para luego ser sembradas repetidamente dos veces al dia en infusiéon BHI
(Cerebro-corazén) en discos de hidroxiapatita. Las cepas resistentes al Xilitol (Xr) se
elaboraron para probar la pérdida de la inhibicién del crecimiento por Xilitol. Los discos se
expusieron a medios que contenian 250 microlitros de saliva y de la solucién con o sin
Xilitol al 5% e incubados por 8 horas. Los resultados demostraron que la presencia del
Xilitol produjo una caida de aproximadamente 1-log UFCs en los niveles de la cepa de S.
mutans sensible (Xs) NCTC 10449 y CI2366, pero los niveles de bacterias totales presentes
en la biopelicula no fueron afectados significativamente y los niveles de las cepas Xr de S.
mutans no se modificaron. En conclusién, se pudo demostrar en el estudio, una disminucién
selectiva en el recuento de cepas sensibles al Xilitol al 5% de S. mutans .

Ghezelbash et al. (2012) mostraron los efectos del Xilitol y el eritritol al 2% y 4%
sobre el crecimiento de Streptococcus orales. Se usaron para ello tres especies bacterianas: S.
mutans, S. sobrinus y un aislado clinico de S. sanguinis que se cultivaron inicialmente en 5
ml de caldo Infusién Cerebro-Corazén (BHI) con el fin de producir bacterias en fase
logaritmica. El ensayo microbiano de estos edulcorantes se realizé mediante el método de
difusién en Agar, que se incubaron durante 48 horas a 37°C. Loa controles incluyeron agua
destilada y tetraciclina. Los efectos inhibidores se determinaron por la medida del didmetro
de la zona de inhibicién del crecimiento. Los resultados demostraron que tanto el xilitol
como el eritritol inhibieron el crecimiento de todos los Streptococcus estudiados, con la
solucién al 4% dieron como resultado 68% y 71% para S. mutans, 712% y 76% para S.
sobrinus 'y 65% y 77% para S. sanguinis, respectivamente. En conclusion, el eritritol es mas

eficaz que el xilitol sobre la inhibicién del crecimiento de cepas de Streptococcus .
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Padilla ef al. (2013) determinaron el efecto del Xilitol sobre la cantidad de unidades
formadoras de colonias (UFC) de S. mutans en saliva. El estudio fue de tipo experimental
doble ciego, cuyo tamafio de muestra fue de 16 niflas de 7 a 9 afios en el que se utiliz6 la
técnica de observacién para describir y registrar sistemdticamente los niveles de S. mutans
antes y después de las 1, 3 y 5 semanas de aplicacién de la pasta dental con Xilitol al 36% y
el convencional con sélo fldor, las cuales debian ser usados 2 veces por dia durante 2
minutos por 5 dias, bajo supervisiéon. Los resultados demostraron que durante la etapa pre
experimental el 58% de nifios del grupo experimental y el 75% del grupo control presentaron
entre 100 000 y 1 000 000 de UFC, es decir presentaban riesgo moderado; a la quinta
semana el grupo experimental solo tenia 1 pacientes (8,1%) con riesgo moderado y un 66,8%
presentaron entre 0 y 10 000 de UFC es decir no presentaron riesgo mientras que, en el
grupo control el 75% de los pacientes presentd entre 10 000 y 100 000 de UFC, es decir
presentaron riesgo bajo. En conclusion, los resultados sugieren que luego de cinco semanas
de uso de pasta dental con Xilitol, este puede reducir los niveles de S. mutans en saliva .

Pérez (2013) determino el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Stevia
rebaudiana sobre Streptococcus mutans. Para ello se realiz6 un estudio experimental y
transversal, para lo cual se elaboraron en diferentes concentraciones extractos de S.
rebaudiana con etanol de 70° (1,07%, 5%, 10%, 25%, 50% y 75%) y etanol de 30° (2,14%,
4,23%, 10,7%, 21,4%, 32,1% y 42,8%) los cuales fueron cultivados en 96 placas petri para
medir el didmetro del halo de inhibicién para determinar la concentracién minima inhibitoria
(CMI) y la concentraciéon minima bactericida (CMB). Se tomaron como control positivo a la
penicilina y como control negativo al etanol. Los resultados demostraron que, la accién
inhibitoria del extracto etandlico se presentd solo en la concentraciéon de 1,07 mg/ml (47,6
mm) en etanol al 70° y de 2,14 mg/ml (1711 £37 mm), 4,23 mg/ml (180 £ 9 mm), 10,7
mg/ml (153,6 £ 9 mm) en etanol al 30°, la penicilina mostré un didmetro de 15,8 mm y el
etanol al 70° mostré un didmetro de 47, 6 mm mientras que el etanol a 30° obtuvo un

didmetro de 3920,7 + 95 mm); la accion bactericida se present6 a partir de la concentracién
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de 10 mg/ml (12,16 + 0,28 mm), 25 mg/ml (13,16 = 0,28 mm), 50 mg/ml (13,83 £ 0,28 mm),
75 mg/ml (18,66 + 2 mm) en etanol de 70° y 42,8 mg/ml (8.83 £0,28 mm) en etanol de 30°,
la penicilina mostré un didmetro de 28 £ 0,5 mm y el etanol al 70° mostré un didmetro de 7
mm mientras que el etanol a 30° obtuvo un didmetro de 6,5 mm. En conclusion, el extracto
etandlico de Stevia rebaudiana posee efecto antibacteriano sobre el Streptococcus mutans .

Brambilla ef al. (2014) evaluaron el efecto del esteviésido y rebaudidsido A, mediante
un estudio in vitro e in vivo. Para ello se elaboraron extractos de S. rebaudiana sobre la
formacion del biofilm de S. mutans, in vitro y las diferencias en la tendencia del pH final de
la placa en 18 sujetos a los 5, 10, 15, 30, 45 y 60 minutos después de un solo enjuague con 3
soluciones diferentes que contenian estevidsido, rebaudiésido A o sacarosa de manera
aleatoria usando un electrodo de microtuch, in vivo. Los resultados muestran que en el
estudio in vitro hubo crecimiento del biofilm en los 3 grupos de extractos, dindose en mayor
medida en los pocillos que contenfan sacarosa al 1% (429,23 + 59,93 mm) y en menor
medida para el estevidsido (146,92 + 5,24 mm) y el rebaudiésido A (137,85 + 5,42 mm),
mientras que para el estudio in vivo se observaron diferencias estadisticamente significativas
en los valores de pH final de la placa entre los extractos de las 3 soluciones en los 7 puntos
de tiempo, ddndose un pH mds bajo para la sacarosa (5.49 = 0.05) a los 5, 10, 15 y 30
minutos y un pH mas alto para el esteviésido (7,11 + 0,03) y el rebaudiésido A (7,13 £
0,03). En conclusién, el estudio provee evidencia para el uso potencial de extractos de Stevia
rebaudiana como edulcorantes no cariogénicos 2.

Lingaraj ef al. (2014) compararon la eficacia del extracto acuoso y alcohélico de Stevia
rebaudiana contra Streptococcus mutans 'y Lactobacillus acidophilus, al compararlo con la
clorhexidina, in vitro. Para ello se elabor6 un extracto acuoso al 50% y otro etandlico de 70°
al 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,1%, 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,19% y 0,09% de Stevia
rebaudiana, asi mismo las cepas bacterianas de S. mutans y L. acidophillus se revivieron en

medio de cultivo de agar con sangre que fueron diluidas en serie. Para la técnica
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microbioldgica se cortaron pocillos de 8 mm de didmetro de agar solidificado y se vertieron
100 microlitros de cada extracto y se incubaron a 37°C durante 48 horas, se us6 como
control positivo a la clorhexidina. La actividad antibacteriana de cada extracto se expreso
como la media del didmetro de la zona de inhibicién (en mm). Los resultados demostraron
que al final de las 48 horas, la clorhexidina (26,5 £ 0,42 mm) mostré6 mayor tasa de
inhibicién contra S. mutans seguido por el extracto alcohdlico (24,7 £ 0,34 mm) en
concentraciones de 50%, 25% y 12,5% y finalmente la forma acuosa (22,8 + 0,27 mm) en
concentraciones de 50% y 25%; en cuanto al L. acidophillus, la clorhexidina (13,2 + 0,24
mm) mostré mayor inhibicién, sin embargo, se descubrié que el extracto alcohdlico (12,3 +
0,12 mm) en concentraciones de 50%, 25%, 12,5% y 6,25% eran lo suficientemente
competente como la clorhexidina y mucho mejor que el extracto acuoso (10,8 + 0,21 mm) en
concentracion de 50%. En conclusion, el efecto inhibitorio del extracto etandlico de Stevia
rebaudiana fue superior al de la forma acuosa e inferior a la clorhexidina “*.

Salli et al. (2016) examinaron como los recuentos bacterianos adheridos y plancténicos
de tres cepas de S. mutans y una cepa de S. sobrinus se ven afectados por la saliva artificial
que contiene sacarosa, Xilitol o una combinacién de los dos, usando un simulador dental que
proporciona flujo continuo para reproducir el efecto de enjuague de la saliva en la cavidad
oral. Para ello se preparé un modelo de biofilm in vitro a 37°C, se usaron discos de
hidroxiapatita para imitar los dientes y una superficie adhesiva para las bacterias. Se
prepararon las siguientes soluciones: saliva artificial (AS) con sacarosa al 1%, AS con 2%-
5% de xilitol, AS con 1% de sacarosa y 2%-5% de Xilitol y AS simple. Al comienzo del
proceso de simulacién se bombearon 10 ml/h de AS simple por 30 minutos, para luego
afiadir los compuestos de ensayo al AS durante 3 horas a 20 ml/h, seguido de media hora de
incubacidn, para finalizar con un enjuague final con 10 ml/h de AS simple durante una hora.
Los discos de hidroxiapatita se recogieron y se tomaron muestras de los AS para determinar
las cantidades de bacterias mediante reaccion cuantitativa en cadena de la polimerasa. Los

resultados muestran que la presencia de xilitol al 2% (10%) dio como resultado una cantidad
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disminuida de S. mutans tanto en la hidroxiapatita y la saliva artificial, pero el aumento de
la concentraciéon hasta el 5% no disminuyé de manera siginificativa los recuentos
bacterianos, aunque la adicién de 1% de sacarosa al Xilitol (10° en la saliva artificial
aument6 significativamente la cantidad de S. mutans en el recuento final. En conclusion, se
demostré que la sacarosa promueve la colonizacidn bacteriana y su proliferacion, mientras
que el Xilitol lo reduce “".

Kishta-Derani et al. (2016) determinaron el efecto antibacteriano de la Stevia
rebaudiana sobre el desarrollo de caries al incorporarse a una dieta cariogénica en un
modelo controlado, mediante el andlisis de la dureza superficial del esmalte usando la prueba
de dureza de Vickers (200g/10segundos) para detectar la desmineralizaciéon vy
remineralizaciéon y el recuento de colonias bacterianas visual para la cuantificacién
bacteriana, en el proceso de formaciéon de lesiones cariosas. Ademds, se compard la
respuesta de la dosis de Stevia rebaudiana al 0.5% y 5%. Se tom6 como control positivo al
Xilitol al 5% y como control negativo al tampoén de fosfato. Para ello se usaron 56 dientes
bovinos que fueron sometidos a un régimen de tratamiento con el fin de imitar un ciclo de
alimentacién de tres comidas y en cada uno de estos vasos formadores de caries los dientes
se sumergieron en la soluciéon que contenia S. rebaudiana al 0,5% y 5%, xilitol al 5% o
solucién salina tamponada con fosfatasa durante 15 minutos durante 4 dias para luego
realizar un lavado mineral de forma intermitente, con el fin de imitar las acciones de la saliva
a un pH de 6,89. Los resultados demostraron que el grupo de la Stevia rebaudiana al 5%
obtuv6 mayor pérdida de la dureza (p < 0,05), seguido por la solucién del tampén de fosfato
, la S. rebaudiana al 0,5% y el grupo de Xilitol al 5% y respecto al niimero de bacterias, no
hubo diferencias estadisticamente entre los grupos, pero la tendencia de datos mostré que el
grupo tratado con S. rebaudiana tenia menos bacterias que el grupo con tampén de fosfato,
pero mas que el grupo de xilitol al 5%. En conclusion, la Stevia al 5% tiene un mayor efecto
cariogénico en presencia de S. mutans al compararlos con la solucién de Stevia al 0,5% y

Xilitol al 5% *2.
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Masson-Palacios ef al. (2016) compararon la eficacia de la Stevia rebaudiana,
preparado como extracto acuoso al 2%, en férmula industrial a Smg/ml y en férmula
comercial a Smg/ml sobre el crecimiento del S. mutans y S. sanguis. La evaluacion de la
actividad inhibitoria se utiliz6 la técnica de difusién de discos de Kirby y Bauer en las cuales
se colocaron discos de fieltro impregnados de Stevia incubados por 48 horas a 35 + 2°C. Los
resultados demostraron que el extracto acuoso presentd mayor efecto inhibidor de
crecimiento sobre S. sanguis (7,2 mm) al compararlo con los halos producidos por S. mutans
(6,7 mm), en cuanto a la férmula comercial logré mayor inhibicién del crecimiento del S.
mutans (11,3 mm) que sobre S. sanguis (9,5 mm), mientras que la férmula industrial
presenté mayor eficacia en la inhibicién del crecimiento de ambos microorganismos, sobre
S. mutans (13,8 mm) y sobre S. sanguis (11,3 mm). En conclusion, las tres sustancias de
Stevia consiguieron un efecto inhibidor de crecimiento sobre las cepas estudiadas, de mejor
manera sobre el S. mutans que sobre el S. sanguis *.

Tovar-Huaynate et al. (2016) demostraron la actividad antimicrobiana de la Stevia al
compararla con el Xilitol, frente a S. mutans. Para ello se prepar6 el medio de cultivo
utilizando Agar Mueller Hinton y se realiz6 el ensayo con técnica de agar difusién con
bacterias y perforacion en placa (4 pozos) con medida de 6 mm de didmetro para la posterior
siembra con hisopos estériles del S. mutans, finalmente se evaluaron a las 24 y 48 horas
después para determinar el efecto de estos extractos. Los resultados mostraron que la Stevia
present6 halos de inhibicién bacteriana de 13,2 mm a las 24 horas y 14,61 mm a las 48 horas,
mientras que con el Xilitol se formaron halos de inhibicién mds pequefos, de 8,6 mm a las
24 horas y de 9,51 mm a las 48 horas de control. La clorhexidina al 2% logré los halos méds
grandes, de 25,86 mm. En conclusion, la Stevia tiene alta inhibicién de la actividad

microbiana frente al S. mutans en comparacién al Xilitol .
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Urbina (2016) determiné la actividad antibacteriana in vitro de un enjuague bucal a
base de extracto etandlico de hojas de Stevia rebaudiana sobre Lactobacillus acidophillus
ATCC 4356. La poblacién bajo estudio estuvo conformada por 86 placas Petri que contenian
diferentes concentraciones a base de extracto etandlico de Stevia rebaudiana (1,07%, 5%,
10%, 25%, 50%, 75% usando etanol de 70° y 2,14%, 4,23%, 10,7%, 21,4%, 32,1%, 42,8%
usando etanol de 30°) sobre L.acidophillus en concentracién de 3x10° UFC. Se determiné la
concentracion minima inhibitoria (CMI) luego de 24 horas y la susceptibilidad del L.
acidophillus TCC 4356 frente al enjuague bucal de Stevia a diferentes concentraciones
mediante el conteo de las colonias y la medicién de los halos de inhibicién del crecimiento
respectivamente de cada una de las placas. Se usaron como controles: al enjuague bucal sin
extracto etandlico, L. acidophillus sin tratamiento y clorhexidina al 0,12%. Los resultados
demostraron que la accién inhibitoria del enjuague bucal a base de extracto etandlico de
Stevia rebaudiana se presentd a partir de la concentracion de 1,07 mg/ml en el enjuague
trabajado en etanol de 70° (0 UFC) y a partir de la concentracién de 4,28 mg/ml, en el
enjuague trabajado en etanol de 30° (0 UFC); mientras que la accién bactericida se presentd
a partir de la concentracion de 25 mg/ml en etanol de 70° (8,4 £ 0,7 mm) y nula en etanol de
30°. En conclusidén, el enjuague bucal a diferentes concentraciones a base de extracto
etandlico de Stevia rebaudiana tiene actividad inhibitoria y antibacteriana sobre

Lactobacillos acidophillus ATCC 4356 .

Eskandarian ef al. (2017) determinaron los efectos antimicrobianos (bactericidas) del
tetrafluoride de titanio (TiF,), clorhexidina, floruro de sodio (NaF) y Xilitol sobre el
Streptococcus mutans mediante un estudio in vitro. Para ello se obtuvieron S. mutans
liofilizados que fueron cultivados en un medio de agar sangre y se realizo el ensayo de
microdilucién en caldo en un panel que incluia 96 pocillos, de los cuales se usaron los dos
ultimos como control positivo (solo inoculacién de bacterias) y negativo (agua destilada) y
se incubaron durante 48 horas. La concentracién minima inhibitoria (CMI) se considerd

como la concentraciéon mas baja en la que no se detectd crecimiento del microorganismo
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después del periodo de incubacién y a la concentracién bactericida minima (CMB) como la
concentraciéon m4s baja en la que no se muestra ningiin signo de crecimiento. Los resultados
que la CMI de la solucién de tetrafluoride de titanio (9 mm) fue igual a la del fluoruro de
sodio (15 mm), 12,5%; mientras que la clorhexidina (1 mm) obtuvo una CMI mds baja de
6,25%. Evaluando el CMB para el TiF, fue la més alta, 25%; mientras que el NaF fue similar
al de la clorhexidina. El Xilitol no mostré efecto inhibidor y bactericida en cualquiera de sus
concentraciones. En conclusién, se observé que la solucion de tetrafluoride de titanio tiene
efectos bactericidas e inhibitorios contra el S. mutans, comparables con la clorhexidina y el
fluoruro de sodio mientras que, el Xilitol mostré los resultados contrarios *.

Braiiez (2017) determind la actividad antibacteriana del extracto de Stevia rebaudiana
frente a bacterias iniciadoras de la biopelicula dental (Streptococcus sanguinis y Actinomyces
viscosus). Para lo cual primero se elaboré un extracto en concentraciones de 15 mg/ml, 30
mg/ml, 50 mg/ml, 60 mg/ml y 120 mg/ml y se desarroll la prueba de sensibilidad de
difusion en placa de agar con discos, previa activacion de las cepas en Agar sangre y Agar
Tripticasa de soya por 7 dias en condiciones de anaerobiosis, para luego agregar un inéculo
de 100 microlitros, estandarizado al 0,5 en la escala de Mc Farland y sembrarlo por
diseminacién para ser incubado a 37° por 48 horas en el caso de S. sanguinis y por 7 dias en
anaerobiosis al A. viscosus. Se tom6 como control positivo a la clorhexidina al 0,12% y
como control negativo al etanol 96°. Para los resultados se midi6 el didmetro del halo de
inhibicién del crecimiento del microorganismo segin la escala de Duraffourd: nula (inferior
o igual a 8 mm), sensibilidad limite (9 a 14 mm), media (15 a 19 mm) y sumamente sensible
(superior a 20 mm). En los resultados se pudo observar que frente al A. viscosus las
concentraciones de extracto de Stevia al 60 mg/ml, 50 mg/ml y 30 mg/ml, y la clorhexidina
presentaron sensibilidad limite (8,25 mm) mientras que el alcohol etandlico a 70° presentd
un halo de 6mm. En conclusidon, el extracto de S. rebaudiana no presenta actividad
antibacteriana sobre las cepas de S. sanguinis, pero si presenta poca actividad sobre las cepas

de A. viscosus en las concentraciones de 30 y 50 mg/ml “°.
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Guevara (2017) demostré el efecto inhibitorio del crecimiento bacteriano de
Streptococccus mutans por el extracto hidroalcohdlico de Stevia a diferentes concentraciones
(25%, 50%, 75% y 100%). Para ello se aplicé la técnica microbiolégica de difusién en disco,
para lo cual se obtuvo un total de 90 cajas Petri de Agar Mueller Hinton en el cual se sembré
un inéculo de la bacteria con la técnica de hisopado completo en superficie en tres
direcciones; luego del tiempo de incubacion se procedié a la observaciéon y medicién de los
halos de inhibicién alrededor del disco. Se tomé como control positivo a la clorhexidina al
0,12% y control negativo al suero fisiolégico. Los resultados demostraron que solo en la
concentracién del 100% se evidencia un halo de inhibicién con un promedio de 9,33 mm,
quedando en la zona de resistencia y solo en la clorhexidina se encontré en el rango de
sensibilidad con un valor medio de 14,33 mm. En conclusién, se demostré que el extracto de

Stevia rebaudiana no tiene efecto inhibitorio sobre S. mutans *”.

3.2. Bases Teoricas

a) Xilitol:

a.l. Historia

El descubrimiento del Xilitol se le atribuye al quimico alemdn, premio nobel de quimica,
Emil Fisher y a su alumno Rudolf Stahel en 1891 ®¥ y ha sido utilizado en la industria
alimentaria como sustituto del aziicar desde finales de 1960 “**”, durante la Segunda Guerra
Mundial en Finlandia que al estar en guerra con Rusia y Alemania no dispone de aziicar y

(29)

finalmente recurre al descubrimiento de Fischer =, para ello extrajeron el azicar de madera

o azucar de abedul, que a través del uso de la hidracina, aislaban un compuesto al que

llamaron Xilitol, como resultado de la investigacién de los derivados de la xilosa ©”.
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a.2. Propiedades fisico-quimicas:

El Xilitol es un polialcohol natural de cinco 4tomos de carbono, que se encuentra en algunas
plantas como levaduras, hongos, liquenes, frutas (fresas, frambuesas, ardndanos) y vegetales

(coliflor, maiz y abedul), pero en cantidades muy pequefias (menores a los 900 mg/100 gr)

(30,31)

Se trata de un polvo blanco, cristalino, de sabor dulce, sin olor, altamente soluble en agua
(64,2 g/ 100 ml) y en metanol “*** . Su poder edulcorante es de 0,8 a 1,1 veces superior al de
la sacarosa con un valor caldrico de 2,4 Kcal/g; 2,4 veces mas dulce que el manitol y 2 veces

més que el sorbitol ©?.

Presenta una agradable sensacion refrescante debido al valor negativo del calor especifico de

disolucién (- 34,8 cal/g), con un punto de ebullicién de 216 °C y un punto de fusién de 94 °C

(32,33)

En la Figura 1. se muestra la férmula estructural del Xilitol que es CsH;,0s su masa

molecular es de 152, 15 g/mol y presenta un punto de fusién en el rango de 93,4 a 94,7 °C

(31-33)

OH OH OH

| |
GHE—?H—CH— CH-CH,

OH OH

Figura 1. Estructura quimica de la molécula de xilitol.

Fuente: Lima et al., 2003 ©¥,
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a.3. Produccién:

El Xilitol se encuentra naturalmente en pequefias cantidades en frutas y verduras y bayas
pero también es producida naturalmente por el cuerpo humano como parte del metabolismo
normal e industrialmente es producido por hidrogenacién quimica de la xilosa a partir de

materiales vegetales ricos en xilano, como el abedul y la madera de haya ©'*”.

Se obtiene convencionalmente en la industria por hidrogenacién catalitica de la xilosa a alta
presion, usando catalizadores de niquel o niquel Raney. Es necesario tener en cuenta que se
requieren de operaciones previas de purificacién (intercambio iénico, decoloracién y
fraccionamiento cromatografico) ya que el rendimiento y la calidad del proceso dependen de
la pureza de la solucidn inicial de xilosa. Estos procesos aumentan el tiempo de proceso y

encarecen el producto %, La estructura molecular de la xilosa se muestra en la Figura 2.

La produccién biotecnoldgica de xilitol a partir de la xilosa presente en bagazo de cafia de
azucar, eucalipto, paja de arroz y paja de trigo utilizando levaduras (Candidas
guilliermondii, tropicalis, boidinni, parapsilosis y las Pichias) y/o enzimas, busca disminuir
los precios puesto que, los hidrolizados hemiceluldsicos obtenidos de residuos
agroindustriales, pueden competir con los procesos quimicos tradicionales representando asi

. . L - 3
una alternativa mas econémica ¢ ’36).

La produccién anual de Xilitol es de 20,000 a 40,000 toneladas por afio aproximadamente,
con un valor econémico que ya no es tan elevado como en afos posteriores gracias a nuevos

. . . P 5,35
métodos que permiten su obtencién de manera mas eficaz. **”.

Los factores que afectan la producciéon de Xilitol son: la concentracion inicial de inéculo,
tipo de sustrato, composiciéon del medio de cultivo, temperatura, pH y transferencia de

. 37
0x1geno ¢ ).
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OH

Figura 2. Estructura molecular de la D-xilosa.

Fuente: Felman y Weneger, 1985 ©¥.

a.4. Usos:

El uso del Xilitol ha sido aprobado por la Federal Drug Administration (FDA) de los Estados
Unidos y The American Academy of Pediatric Dentistry como un agente edulcorante para
uso humano desde la década de 1960, pues provee la misma cantidad de dulzor y
consistencia que la sacarosa, pero con menor cantidad de calorias (2.4 Kcal/g comparado con

4 Kcal/g de la sacarosa), ideal para personas con sobrepeso o diabetes .

Es usado en el 4rea clinica en los pacientes con dificultad de metabolizar la sacarosa que se

encuentren en la fase posquirtdrgica por ser bien asimilado en infusiones, ademds mejora las

propiedades bioquimicas de los huesos en caso de osteoporosis y previene la otitis aguda ©”.

Por sus mudltiples beneficios, el Xilitol es industrialmente usado para endulzar gomas de

mascar, pastillas, dulces, pastas dentales y jarabes para la tos ©°

, 'y es por ello que los

estudios proponen al Xilitol como alternativa de prevencién para poblaciones vulnerables

identificadas como especiales para el periodonto “PEPE” (nifios discapacitados, mujeres en
g L . . (40)

gestacion, soldados en campaifia, indigenas, pacientes con xerostomia, etc.) . Se usa como

edulcorante y agente de retencién de humedad en cosméticos %
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También se consideré que la administracién de Xilitol a través del conducto auditivo, reduce
los problemas crénicos del oido en nifios hasta en el 92% de los casos. Ademds de unirse en
el intestino al calcio con el objetivo de facilitar su absorcién y aumentar de esta manera la
densidad 6sea, por lo que en Estados Unidos ya es utilizado como terapia para combatir la

-, (41
osteoporosis ¢ ).

a.5. Aplicacién en odontologia:

En la cavidad oral, diversos estudios evaldan el potencial cariogénico de distintos
edulcorantes que han arrojado evidencia sustancial de que el Xilitol es el edulcorante
artificial mads prometedor, puesto que tiene efecto sobre la formacién de la biopelicula y
sobre otros factores que causan la enfermedad como la interrupcién de los procesos de
produccién de energia que reduce la adhesion y causa muerte celular. La evidencia hasta la
fecha indica que los mecanismos de accion del Xilitol incluyen: Ausencia de degradacién de
productos finales por dcidos, la estimulacion del flujo salival y el aumento de la capacidad
buffer de la misma, asi como la disminucién de la acumulacién de placa y bacterias
cariogénicas “*?; también tiene un papel fundamental en la remineralizacién de sitios con

descalcificacién y la inhibicién de la desmineralizacién del esmalte dental ©>'7,

Estudios demuestran que el Xilitol produce ambientes desfavorables para el desarrollo del

19 puesto que, reduce la adherencia a tejidos orales al afectar la

Streptococcus mutans
capacidad de formar biopeliculas. Se concluye que la accién del Xilitol es ingresar al
citoplasma bacteriano, interferir en la glucdlisis e inhibir el crecimiento celular. La evidencia
acumulada sugiere que el Streptococcus mutans es el organismo objetivo del Xilitol in vivo,
puesto que, se reducen y se mantienen en niveles mas bajos durante el consumo de Xilitol a
largo plazo y, por consiguiente, al ser consumido por madres reduce la transmisién madre-
hijo de estos microorganismos reduciendo el riesgo de caries en los nifios “*. El ciclo

metabdlico del Xilitol contra el Streptococcus mutans empieza cuando este transporta el

azudcar a la célula para la elaboracién de energia, convirtiendo asi al Xilitol en Xilitol-5-
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fosfato a través del sistema fosfoenolpiruvato fosfotransferasa que al defosforilar a la
molécula estd es expulsada de la célula a un costo de energia que no proviene del
metabolismo del Xilitol, lo que resulta en el desarrollo de vacuolas intracelulares y la
degradacién de la membrana celular con la posterior muerte celular de la bacteria “***. Sin
embargo la rdpida eliminacién del Xilitol de la cavidad oral es explicada por el aumento a
corto plazo de las concentraciones de la misma en la saliva, por lo que en la actualidad se ha
tratado de incluir al Xilitol dentro de productos de uso odontolégico como barnices ! ya
que se observé que al adicionarlo al fldor “” la desmineralizacién se previene, unido al

g e e g 4 , . . .2 . P
cloruro de cetilpiridino ““” actiia como antibacteriano en la formacién de la biopelicula en la

superficie de dientes, y dentro de enjuagues a base de fluoruro de sodio con el objetivo de

8) (49)

. . . 4 ~
obtener efecto remineralizador en dientes temporales “*, acompafiando a la leche en el
desayuno de nifios disminuye la prevalencia de caries dental, en endodoncia como potencial
.. . 5 . . . . .,
irrigante junto al farnesol ®” por tener propiedades antibacterianas y evitar la formacién de

la biopelicula.

El efecto antiinflamatorio del Xilitol se da al inhibir la produccién de citoquina inducida por
el liposacarido de P. gingivalis (LPS) que causa periodontitis junto a otros
periodontopatdgenos como Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia y Treponema

denticola .

Se ha estudiado también el papel del Xilitol como inhibidor efectivo de Candida albicans

que depende de una relacién dosis-dependiente. Se ha reportado que concentraciones al 5, 18

y 10% de Xilitol son efectivos en la inhibicién del crecimiento de C. albicans, in vitro GD,

También se ha reportado en estudios la reduccién del mimero de bacterias aciddreas y

acidégenas (como lactobacilos) y levaduras ©2.
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a.6. Seguridad:

La frecuencia y duracién de la exposicién al Xilitol varia desde los 8 a 200 gramos por dia,
pero la Asociacién Dental de California considera 6ptima para consumo total de 5-7 gramos
por dia, misma que se puede lograr por ejemplo al consumir goma de mascar o mentas con

Xilitol de 3 a 5 veces al dia por 5 minutos %,

La dosis recomendada para la prevencion de la caries dental es de 6-10 gramos por dia y para
aquellos con disfuncién temporomandibular o con dificultad para masticar, se deben usar

caramelos de Xilitol ©.

El Xilitol se metaboliza en el intestino grueso y actda de forma similar a la fibra pudiendo
causar en grandes cantidades evacuacion blanda o tener efecto laxante. Sin embargo, las
cantidades sugeridas para la reduccién de la caries dental son mucho menores que las

cantidades necesarias para causar resultados indeseados .

Se han realizado estudios donde se prueba el uso diario de dosis altas de Xilitol (11,6g) por
6 meses usando como vehiculos a gomas de mascar y pastas dentales, estos demuestran que

durante este tiempo el tratamiento demostro ser efectivo como estrategia preventiva en nifios

con alto riesgo de caries, siendo seguro su uso .

b) Stevia rebaudiana:

b.1. Clasificacidon taxondmica:

El género Stevia, propuesto por José de Cavanilles en 1797, engloba alrededor de 200
especies, las cuales crecen en América. Esta incluida en la tribu Eupatorieae de la familia

. . . 56
Asteraceae, a la cual pertenecen una de cada diez especies del reino vegetal ©*.

Dentro de la literatura se encuentra la clasificacion taxondmica, segin diferentes autores.
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. ., s . ~ . -2 (57
- Clasificacién taxonémica, segiin Tamayo e Hincapié ©”.

Reino: Vegetal
Divisién: Spermatophita
Subdivisién: Angiospermas
Clase: Dicotelidoneas
Subclase: Simpétala
Orden: Asterales
Orden: Campanulales
Familia: (Asteraceae) Compuestas
Género: Stevia
Especie: rebaudiana
Descriptor: Bertoni

Especie: Stevia rebaudiana Bertoni



- Clasificacién taxonémica segtin Daciw ©¥.

Stuper reino: Eukaryota
Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta

Super-divisiéon:  Spermatophyta

Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Subfamilia: Asteroideae
Género: Stevia
Especie: Stevia rebaudiana

Nombre binomial: Stevia rebaudiana Bertoni

b.2. Descripcion botanica:

La Stevia rebaudiana es una planta arbustiva perenne. Su tallo es recto, sublefioso,
pubescente; durante su desarrollo inicial no posee ramificaciones, tornindose multicaule
después del primer ciclo vegetativo, llegando a producir hasta 20 tallos en tres a cuatro afios.
Puede alcanzar hasta 90 cm de altura en su hdbitat natural y en los trépicos puede llegar a

tener alturas superiores a 150 cm %,

La raiz es pivotante, filiforme y no profundiza, distribuyéndose cerca de la superficie. Es el

unico 6rgano de la planta que no contiene el esteviésido de acuerdo a lo expuesto por De
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Vargas en 1980. Se propagan asexualmente por esquejes, preferiblemente en arena gruesa

(59,61)

Sus hojas son elipticas, ovales o lanceoladas, algo pubescentes; presentan disposicién
opuesta en sus estados juveniles, y alternas cuando las plantas llegan a su madurez
fisioldgica; previa a la floracién posee bordes dentados, venticilada, con tricomas y se

encuentran pegadas al tallo. La hoja es el 6rgano con mayor contenido del educorante >,

La flor es hermafrodita, pequefia y blanquecina; su corola es tubular, pentolobulada, en

» ~ . . 3 . 5
capitulos pequefios terminales o axilares, agrupados en paniculas corimbosas .

La planta es auto incompatible (protandria), por lo que la polinizacién es entomdfila; se dice

que es de tipo esporofitico y clasificada como apomictica obligatoria .

El fruto es un aquenio que puede ser claro (estéril) u oscuro (fértil) y es diseminado por el
viento. Se clasifica como una planta de dia corto, situando el fotoperiodo critico de 12 a 13

horas segtin el eco tipo ©%.

b.3. Historia y Origen:

Esta planta es un pequefio arbusto del norte de Paraguay, utilizado como endulzante natural
desde tiempos precolombinos por indios nativos de la tribu guarani. El Dr. Moisés Santiago
Bertoni, director del colegio de Agricultura en Asuncién, en 1887 descubrid la planta, siendo
enormemente famosa para 1913. Actualmente la dispersion del fenémeno de la Stevia
rebaudiana es enorme, se cultivd en Japén al inicio y es usada en muchos paises fuera de
Sudamérica, como china, Alemania, Malasia, Israel, y corea. En el Perti esta planta es

cultivada facilmente gracias a la gran cantidad de microclimas presentes en nuestro territorio

(2,6,7,11,62)

En 1900 el quimico paraguayo Ovidio Rebaudi, logré aislar dos principios activos: uno dulce

y otro amargo. Posteriormente, estos compuestos fueron llamados estevidsido y

39



rebaudiosido, que son de 200 a 300 veces mds dulces que la sacarosa, estables al calor y no

fermentan ©”.

Se estima que hay mds de 80 especies de Stevia rebaudiana que crecen de manera salvaje en
todo el continente americano; la Stevia rebaudiana parece ser la Unica especie de todas ellas
que posee la dulzura natural que la distingue. Se sabe que, en los afios 50 en Paraguay,
algunos médicos usaban la Stevia rebaudiana en bebidas con mate para el tratamiento de la

diabetes, y gracias a las grandes propiedades que posee, es hoy objeto de estudio ©.

b.4. Produccidn:

La reproduccién sexual de Stevia presenta ciertas desventajas que pueden afectar de forma
negativa la eficiencia del cultivo, esta situaciéon ha propiciado el uso de técnicas de
micropropagacion para hacer mds eficiente el proceso de multiplicacion como la

(63)

organogénesis ', o el cultivo en biorreactores en medios liquidos y biorreactores de

inmersién temporal de vasos gemelos BIT .

Esta planta requiere de dias largos y alta intensidad solar (heliofania). Los suelos dptimos
para el cultivo de la Stevia, son aquellos con pH 6,5 a 7, de baja o nula salinidad, con
mediano contenido de materia orgdnica, de textura franco arenosa a franco, y con buena
permeabilidad y drenaje. Esta planta no tolera suelos con exceso de humedad ni los de alto
contenido de materia orgdnica, principalmente por problemas fiingicos que pueden causar

. L 59
grandes pérdidas econémicas ©”.

Actualmente se cultiva en Japon, Brasil, el sudeste asidtico, Canadd y China, siendo este

(65)

ultimo el principal exportador de estevidésido . Un 70% de la produccién mundial de

Stevia es destinada para procesar cristales de estevidsido, el otro 30% se destina a herbarios

(66)
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b.5. Estructura quimica y composicion:

Los glucésidos consisten de una estructura central, diperteno, con una variedad de radicales
sustitutos los cuales incluyen a la glucosa, rhamnosa y/o xilosa. Su estructura central se
presenta en la Figura 3., donde los radicales R; Y R, pueden ser glucosa(glu), xilosa (xyl) o

rhamnosa (rham) ©”.

CH; COO-Rl

Figura 3. Nicleo de esteviol

Fuente: Woeler-Rieck et al., 2010 (68),

Las hojas de S. rebaudiana contienen una mezcla compleja de dipertenos, triterpenos,
taninos, estigmasterol, aceites volatiles y glucosidos dipertenos “dulces”. Los compuestos
responsables del dulzor son los glucésidos de esteviol como estevidsido, esteviolbidsido,
rebaudiésido A, B, C, D, E Y F y dulcésido; que se encuentran en las hojas de Stevia en

. . . . (66
porcentajes variables en funcién de la especie ©°.

Las hojas frescas de Stevia contienen una gran cantidad de agua (80 a 85%). Aparte de los
componentes antes mencionados (glucoésidos), las hojas contienen acido ascorbico, [3-
caroteno, cromo, cobalto, magnesio, hierro, potasio, fésforo, riboflavina, tiamina, estafio,
zinc, etc. entre los productos quimicos encontrados estan la apigenina, austroinilina,
avicularin, [-sitoesterol, &4cido caféico, campesterol, cariofileno, centaureidin, acido

clorogénico, clorofila, kaempferol, luteolina, quercetina, estigmasterol, entre otras (63)
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Las estructuras quimicas desarrolladas para cada uno de los compuestos de la Stevia

rebaudiana se presentan en la Figura 4.

Esteviaolbiosida

[ H
u M ]
=1

Estevidsido

Figura 4. Estructuras de los glucésidos presentes en hojas de Stevia rebaudiana.

Fuente: Rajasekaran et al., 2008 (69)
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b.6. Propiedades:

Durante siglos, las tribus Guaranies de Paraguay y Brasil han usado diferentes especies de
Estevia, principalmente Stevia rebaudiana, como endulzante para contrarrestar el sabor
amargo de los medicamentos a base de diferentes plantas y bebidas, y con fines medicinales

que incluyen la regulacién de la glicemia e hipertensién ©.

La Stevia, es recomendada por los médicos para los diabéticos por sus propiedades
hipoglucemiantes, también se elaboran cremas dérmicas como cicatrizantes. En el
tratamiento de la obesidad, reduce la ansiedad por la comida y el deseo de ingerir dulces o
grasas. Para el tratamiento de quemaduras, heridas, eccemas, seborrea, psoriasis, dermatitis

©9_Se reporta también como anticonceptivo .

Su accién antioxidante ayuda a neutralizar los radicales libres (causantes del cancer,
enfermedades cardiovasculares y la diabetes) presentes en la sangre, actuando como captores

de oxigeno y no mostrando efectos secundarios téxicos .

Por su contenido de alcaloides contribuye a la defensa celular y valor hormonal, actuando

como inmunoregulador, es decir, optimizando la respuesta inmune ‘.

En la industria es usado para endulzar: café, infusiones, chicles, caramelos, entre otros como

sustituto del aziicar en bebidas de bajo contenido caldrico, salsas y reposteria ©”.

En la agricultura revitaliza a los microorganismos benéficos del suelo y recupera la fertilidad
de estos. Aumenta el contenido de aziicar de frutos, de vitaminas minerales en hortalizas y

aumenta la resistencia de las plantas al ataque de plagas y enfermedades ©.

En la cosmetologia ayuda en los tratamientos de celulitis, elaboraciéon de dentifricos y
enjuagues para la higiene bucal. Ayuda a eliminar manchas, suaviza arrugas y embellece la

piel *%.
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b.7. Metabolismo de la Stevia:

Los glucésidos de esteviol pasan por el cuerpo sin producir ningtn tipo de acumulacién o
impacto caldrico significativos en el cuerpo. Estos se digieren y pasan a través del tubo
digestivo alto completamente intactos. Las bacterias intestinales en el colon (Bacterioides
spp) hidrolizan los glicésidos de esteviol en esteviol al cortar sus unidades de glucosa.
Luego, el esteviol es absorbido por la vena porta, y principalmente por el higado como

glucorénido de esteviol, y, finalmente, es eliminado a través de la orina .

b.8. Aplicacién en Odontologia:

El extracto de hojas de Stevia actia como bactericida sobre Streptococcus mutans vy

también posee efectos antivirales 7", Estas propiedades vinicas de la Stevia rebaudiana la
hacen ideal como componente de enjuague bucal y pasta dental, puesto que se ha observado
que realmente podria reducir la caries dental al retrasar el crecimiento de la biopelicula
dental en la boca ©. Vitery y Cols. realizaron un estudio cuyo objetivo general fue observar
como afecta la Stevia rebaudiana bertoni en diferentes concentraciones sobre el crecimiento
in vitro del Streptococcus mutans y del Lactobacillus acidophillus cultivados en agar

Mueller Hinton, determinando el potencial anticariogénico de este edulcorante natural '*"?

También actia como antiinflamatorio disminuyendo significativamente la produccién de
TNF-R e IL-1a, ademds de disminuir ligeramente la produccién de 6xido nitroso en células
estimuladas con LPS y TPH-1. Al presentarse como agente inmunomodulador actda a través
de la estimulacién de la inmunidad humoral, la funcién fagocitica y la inmunidad celular.
Todo esto junto a la capacidad cicatrizante se convierte en un elemento contribuyente en el

tratamiento de la enfermedad periodontal .
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b.9. Seguridad:

Hasta la fecha no se han reportado efectos adversos por el uso de Stevia rebaudiana, por lo
que se reconoce que tiene un amplio margen de seguridad. Se sabe que en Japdén se
consumen hasta 100 toneladas al afio, y no se han reportado reacciones adversas. En 1995
fue aprobada por la Agencia Americana de Drogas y Alimentos (FDA) como complemento
dietético después de realizarse un estudio en Brasil, donde se mostré una disminucién del

9,5% en las presiones sanguineas diastélica y sistélica .

Un estudio realizado en ratones mostré que tras un consumo crénico estos mostraron
mutacién reversa bacteriana, microniicleo de médula 6sea de ratén y malformacién de

espermatozoides de ratén ®.

En 1985, se mostré que el consumo oral de estevidsido en cantidades elevadas como 550
mg/kg de peso corporal al dia por 2 afios no tuvo efectos téxicos o cancerigenos en ratas. Los
efectos bioldgicos e interacciones adversas con firmacos se desconocen, por lo que se
sugiere que el metabolito de la aglicona, el esteviol, es mutagénico y bactericida en

Salmonella typhimurium TM677 7.

¢) Actividad inhibitoria:

Se refiere a la inhibicidn del crecimiento de bacterias que permanecen vivas, de tal manera
que, al neutralizar el elemento bacteriostitico, los microorganismos afectados se seguirdn

desarrollando ¥,

Segtin el diccionario enciclopédico de Larousse, se refiere al agente fisico o quimico que
suspende la multiplicacidn de las bacterias, aunque mantiene su viabilidad. O de aquello que

impide o reduce la actividad de las bacterias 7.
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d) Saliva:

d.1. Definicion

La saliva es una secrecién compleja proveniente de las gldndulas salivales mayores en el
93% de su volumen y de las menores en el 7% restante, las cuales se extienden por todas las
regiones de la boca excepto en la encia y en la porcién anterior del paladar duro. Es estéril
cuando sale de las gldndulas salivales, pero deja de serlo cuando se mezcla con el fluido

crevicular, detritus, microorganismos, células descamadas de la mucosa oral, etc 76,

- Componentes de la saliva:

Los componentes de la saliva son, en su mayoria hidrofilicos; sin embargo, también presenta
componentes hidrofébicos. Los sélidos disueltos pueden ser diferenciados como:
componentes organicos proteicos, componentes no proteicos y componentes inorganicos o

electrolitos 7.

- Componentes organicos:

La concentracion de proteinas es alrededor de 200mg/ml, lo cual representa
aproximadamente el 3% de la concentracion de proteinas del plasma. Incluye enzimas,
inmunoglobulinas, glicoproteinas y albiminas. Como la alfa amilasa salival que hidroliza el
almidé6n parcialmente en la boca, comenzando la digestién de los hidratos de carbono o la
lisozima, que protege los dientes de la caries y de infecciones. También podemos encontrar
contenido de mucina que produce la viscosidad necesaria para funciones lubricantes y de

formacién del bolo alimenticio que facilita la deglucién a lo largo del tubo digestivo "

46



- Componentes inorginicos:

Se encuentran en forma idnica y no idnica. Encontramos electrolitos, siendo los mis
importantes: sodio, potasio, cloruro (que activan la alfa amilasa salival), bicarbonato y
fosfato (funcién amortiguadora). También agua, que representa un 99,5%, que permite que

los alimentos se disuelvan y se pueda recibir su sabor a través del sentido gusto "

d.2. Flujo salival:

La secrecién diaria oscila entre 500 y 700 ml, con un volumen medio en la boca de 1,1 ml.
Su produccién estd controlada por el sistema nervioso auténomo. En reposo, la secrecién
oscila entre 0,25 y 0,35 ml/mm y procede sobre todo de las gldndulas submandibulares y
sublinguales. Ante estimulos sensitivos, eléctricos o mecdnicos, el volumen puede llegar
hasta 1,5 ml/mm. El mayor volumen salival se produce antes, durante y después de las
comidas, alcanza su pico miximo alrededor de las 12 del mediodia y disminuye de forma
muy considerable por la noche, durante el suefio. El 99% de la saliva es agua mientras que el
1% restante esta constituido por moléculas orgdnicas e inorgdnicas. La saliva es un buen
indicador de los niveles plasmaticos de diversas sustancias tales como hormonas y drogas,
por lo que puede utilizarse como método no invasivo para monitorizar las concentraciones

‘o . <o (76
plasmaticas de medicamentos u otras sustancias a0,

En el hombre, a diferencia de los animales anestesiados, las glandulas salivales siempre
secretan bajo condiciones de alerta, aun en ausencia de estimulos obvios, aunque es dificil
asegurarse de que no estan presentes ciertos estimulos, no detectados. El flujo en reposo de
la saliva puede estudiarse por medio de una canula de Lashley, en personas que se han

acostumbrado a usarla 7.
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La Saliva puede recolectarse en dos formas:

Como saliva en reposo o no estimulada: Se define como aquella que es producida
espontdneamente, en ausencia de estimulos salivales exdgenos o farmacoldgicos y en
situacion de relajacién. El promedio de la velocidad de flujo salival no estimulada oscila

entre 0,3 a 0,4 ml/min y sus valores pueden variar entre 0,08 y 1,83 ml/min 7.

O como saliva estimulada: Es la que se obtiene después de haber sometido al sujeto a
estimulos por una variedad de agentes (gustatorios y masticatorios) como cera o parafina.
Difiere de la de reposo no solamente por la cantidad, sino también por presentar cambios en
su composicion. El promedio de la velocidad de flujo salival estimulada es de 1 a 2 ml/min,

encontrandose en una variacién de 0,2 a 5,7 ml/min .

Y finalmente como saliva total: La saliva total es un compuesto de secreciones de las
glandulas parétidas, submaxilares y sublinguales. Las numerosas gliandulas mucosas
menores también contribuyen al lago salival, pero también el liquido de la hendidura
gingival y el exudado de la mucosa bucal. La saliva total contiene también células epiteliales

descamadas, leucocitos, bacterias y restos alimentarios ),

d.3. Flora mixta salival:

Origen y desarrollo de la microbiota oral:

La composiciéon de la microbiota oral varia desde el nacimiento y durante toda la vida
influenciada por los factores microbianos y no microbianos que conforman la sucesion
autogénica y alogénica. El mayor ejemplo de sucesion autogénica esta dado por el desarrollo

de la biopelicula dental, considerada como una "comunidad ecolégica" ®”.

El primer paso para el establecimiento de la biopelicula es la adherencia microbiana mediada
por distintos mecanismos inespecificos y especificos a través de la interrelacion entre

adhesinas y receptores. A la adhesién de los primeros colonizadores le siguen fenémenos de
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co-agregacion, lo que constituye el denominado "mosaico de microorganismos", el cual varia

de acuerdo con las propiedades biolégicas y fisicas del sitio .

Flora Microbiana:

La cavidad bucal estd compuesta de muchas superficies, cada una de ellas recubierta por una
gran cantidad de bacterias, la biopelicula bacteriana proverbial. Algunas de estas bacterias
han sido implicadas en enfermedades bucales como la caries y la periodontitis, que estidn

. . . , 1
entre las infecciones bacterianas mas comunes en los seres humanos V.

Entre los microorganismos que constituyen la microbiota autéctona de la cavidad bucal, se
destacan microorganismos pertenecientes a los phylum: Firmicutes y Actinobacteria entre
los grampositivos y los que se encuentran dentro de los phylum Bacteroidetes, Spirochaetes,
Synergistes y Proteobacterias que agrupan a los microorganismos considerados actualmente

como gramnegativos .

Los cocos grampositivos, fundamentalmente Streptococcus viridans del phylum firmicutes,
son los mds aislados en los ecosistemas bucales en estado de salud. Los Streptococcus del
grupo mutans (Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus) son los microorganismos

més asociados con caries dental ®?.

También se identifican otras formas cocoideas, anaerobias estrictas, como Veillonella y

elementos filamentoso polimorfos, como Lactobacillus, Actinomyces y Bifidobacterium .

La microbiota salival estd compuesta por bacterias indigenas que son especificas para cada
persona exhibiendo estabilidad a largo plazo, pero cambios estructurales en cavidad bucal
como pérdida de los dientes, gingivitis, alveolitis, periodontitis pueden producir cambios
ecoldgicos que la afectan directamente ®?. Estudios recientes con enfoques moleculares, han
concluido en el cardcter transitorio de la microbiota salival que depende de la composicién
de los otros ecosistemas primarios. En general predominan los cocos grampositivos

anaerobios facultativos (en torno al 44%), los cocos gramnegativos anaerobios estrictos
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como Veillonella spp. (alreedor del 15%), y los bacilos anaerobios facultativos

grampositivos (aproximadamente un 15%), destacando las especies de Actinomyces .

e) Extracto etandlico:

El extracto etandlico se obtiene por la maceracidon o percolacién de una planta desecada de
origen vegetal en etanol (alcohol etilico), por lo que sélo extraeremos los compuestos
solubles en este alcohol, seguido de la eliminacién de dicho solvente por un procedimiento
fisico *V.

El alcohol es el mejor solvente para extraer y preservar los compuestos presentes en las
plantas y que no son solubles en agua como aceites, resinas, balsamos y muchos alcaloides.
El alcohol es un conservante natural que alarga la vida de los extractos y ademads facilita la

., 5
absorcién de los compuestos .

Se puede obtener por maceracion, siendo una extracciébn que se realiza a temperatura
ambiente, que consiste en remojar el material vegetal, debidamente fragmentado en un
solvente (agua o etanol, se prefiere el etanol puesto que a largos tiempos de extraccion el
agua puede propiciar la fermentacidon o la formacién de mohos) hasta que este penetre y
disuelva las porciones solubles. Se puede utilizar cualquier recipiente con tapa que no se
atacado con el disolvente; en este se colocara en material vegetal con el disolvente y tapado
en reposo por un periodo de 2 a 14 dias con agitacién esporadica. Luego se filtra el liquido,
se exprime el residuo, se recupera el solvente en un evaporador rotatorio y se obtiene el

extracto (86) .

O por percolacién, conocido también como lixiviacion, que se puede realizar con disolventes
organicos en frio para preservar los compuestos termoldbiles que pudiera contener el
material. Consiste en colocar el material fragmentado en un embudo o recipiente cénico, y
hacer pasar un disolvente adecuado a través del mismo. No es apropiado para resinas o

. . 86
materiales que se inflamen **.
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f)  Solucién acuosa:

La solucién acuosa es una preparacion liquida que contiene una o mds sustancias quimicas

solubles disueltas en agua ®”.

En las preparaciones acuosas se aprovecha el poder de extraccion del agua mediante técnicas

como infusién, decoccién, maceracion, percolacién y destilacién ®.

En este tipo de soluciones existe un solvente y soluto. Siendo en este caso el solvente el agua
y el soluto la sustancia que se encuentra disuelta en el agua. La concentracién se expresa en
funcién de la cantidad de soluto en una masa o volumen de solucién, o la cantidad de soluto
disuelto en una masa o volumen de solvente (Molaridad, molalidad, normalidad, porcentaje

en masa (volumen), ppm, ppb) ®¥.

g) Recuento de unidad formadora de colonias (UFC) en placa:

La técnica se basa en contar las “unidades formadoras de colonias” o UFC presentes en un
gramo o mililitro de muestra. Se considera que cada colonia que desarrolla en el medio de
cultivo de eleccion después de un cierto tiempo de incubacién a la temperatura adecuada,
proviene de un microorganismo o de un agregado de ellos, de la muestra bajo estudio; este

microorganismo o microorganismos son capaces de formar la colonia, es decir una UFC ®?,

Esta consiste en realizar diluciones seriadas 1:10 y extender 0,1 mL de cada dilucién en una
placa; estas placas se incuban hasta que las colonias son apreciables para su recuento. Tiene

la ventaja de tener un buen limite de deteccién ©°.

En este método de recuento de microorganismos vivos, son inevitables los errores,
especialmente al examinar muestras pequefias, puesto que es posible que muchas bacterias
presentes en la muestra no puedan crecer en las condiciones elegidas (pH, temperatura,

medio de cultivo, tiempo, etc.) O,
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Se toman en cuenta Gnicamente aquellas placas que tengan entre 30 y 300 colonias, puesto
que este nimero de colonias es estadisticamente representativo y aquellas placas que tengan

méas de 300 colonias se reportan como “incontables” 2.

El resultado debe ser expresado en UFC/g o UFC/ mL “V:

UFC/g o UFC/ mL = N° de colonias en placa (30 y 300) x inverso de la dilucién

mL de la muestra sembrada
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3.3. Hipdtesis:

3.3.1. Hipdtesis general:

El extracto etandlico al 1,07% de Stevia rebaudiana en etanol a 70° y la solucién acuosa a
1mg/ml de Xilitol poseen actividad inhibitoria sobre el crecimiento de los microorganismos

presentes en flora mixta salival, in vitro.

3.3.2. Hipdtesis especificas:

- El extracto etandlico al 1,07 mg/ml de Stevia rebaudiana en etanol a 70° posee
actividad inhibitoria sobre el crecimiento de los microorganismos presentes en flora
mixta salival, in vitro a las 24 horas mediante el recuento de unidades formadoras de
colonias (UFC).

- La solucidén acuosa a 1mg/ml de Xilitol posee actividad inhibitoria sobre el crecimiento
de los microorganismos presentes en flora mixta salival, in vitro a las 24 horas mediante
el recuento de unidades formadoras de colonias (UFC).

- El extracto etandlico al 1,07 mg/ml de Stevia rebaudiana en etanol a 70° posee mayor
actividad inhibitoria que la solucién acuosa a Img/ml de Xilitol sobre los
microorganismos presentes en flora mixta salival, in vitro a las 24 horas mediante el

recuento de unidades formadoras de colonias (UFC).

3.4. Operacionalizacion de variables

Variable independiente:
Extracto etandlico de la Stevia rebaudiana

Solucién acuosa de Xilitol
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Variable dependiente:

Efecto inhibitorio de la Stevia rebaudiana

Efecto inhibitorio del Xilitol

Variables control:

Control positivo: Clorhexidina al 0.12%

Control negativo: etanol a 70°

Variables modificadoras:

Tiempo de estimulacién de flujo salival

Bacterias orales
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Cuadro de operacionalizacién de variables:

Variable Definicion Dimensién Indicador Escala Valor
® Stevia Stevia rebaudiana al
~—
= ' . -

o 5 Sustancia que se encuentra en la rebaudiana Extracto etandlico 1,07 mg/ml en etanol a
= 5 Edulcorante | . Bertoni inal 707
£ 5 Natural naturaleza, que sirve para proveer Nomina
= 2 atur —
> 2 de sabor dulce. . » Solucién acuosa a 1mg/ml de
= Xilitol Solucién acuosa .
= Xilitol
o o Recuento de unidades
° Es la inhibicién en el crecimiento formadoras de colonias
g g de los microorganismos debido a
:c:‘ 'é Actividad la presencia del extracto etandlico (UFC) Razén
; % Inhibitoria de Stevia rebaudiana y la solucién UFC/ml= nimero de UFC/ml
= acuosa de Xilitol. colonias x factor inverso
de dilucién / volumen de
siembra
Ti d Duracion en minutos a los cudles
iempo de . . <
. p .. son expuestos los pacientes Minutos expuestos a la Razén .
n estimulacion ., . . 5 min
= . . durante la recoleccién de saliva parafina.
2 =g de flujo salival .
< 8 estimulada.
-
£ 3
B Bacterias . . Cantidad de saliva
Bacterias presentes en la saliva. mL
Orales recolectada Razén
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V. METODOLOGIA

4.1. Tipo de investigacion:

Se trata de una investigacion de tipo:

- Experimental: El investigador controla la accion de las variables en el laboratorio, y se
usan controles positivos y negativos.

- Transversal: Debido a que, en el tiempo, el registro de informacién en la poblacién se
realizé una vez.

- Prospectivo: Desde efectuado el experimento, la toma de informacidn se realizé hacia
el futuro.

- In vitro: El estudio se llevo a cabo en condiciones de laboratorio.

4.2. Poblacién y muestra de estudio:

Poblacion de estudio:

La poblacién bajo estudio estd conformada por el conjunto de placas de Petri con Agar
Tripticasa Soya TSA, que contenian al extracto etandlico de la Stevia rebaudiana a una

concentracioén de 1,07 mg/ml en etanol a 70° y con solucién acuosa a 1mg/ml de Xilitol.

Unidades de analisis:

La unidad de andlisis lo constituye la placa de Petri con Agar Tripticasa Soya TSA.
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Tamaiio de muestra:

Para determinar el tamafio de muestra se hizo uso de la férmula para comparar dos o mis

medias, para hipdtesis bilateral:

(Zy_ o +2Z,_5)" *(DE?)
d )’

n =

Dénde:

n: Tamaifio de la muestra.

a: Probabilidad de cometer error tipo 1.

B: Probabilidad de cometer error tipo II.

Z: Valor estandar de la distribucién normal asociada a un tipo de error.
DE: Desviacion estandar.

d: Valor minimo de la diferencia que se desea detectar.

Considerando los requerimientos de una confianza del 95% (a=0,05, Z=1,96) y una potencia

en la prueba del 80% (p$=0,20, Z=0,84), para DE/d = 0,50.

n=2 (1,96 + 0,84)* (0.5)’= 3,92

Con estos valores se determind una muestra de 4 repeticiones para cada grupo de estudio.

Por lo que se debia analizar como minimo 20 placas de Petri con Agar Tripticasa soya TSA
distribuidos en 5 grupos, de extracto de Stevia rebaudiana, solucién acuosa de Xilitol, etanol
a 70°, clorhexidina al 0,12% y caldo BHI infusién cerebro corazén, y luego se realizo el

recuento del niimero de colonias (UFC).
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Seleccion de Muestra:

Criterios de inclusion:

Para placas de Petri con Agar Tripticasa soya TSA:

v' Placas de Petri con Agar Tripticasa soya TSA con extracto etandlico de Stevia
rebaudiana y solucién acuosa de Xilitol con siembra adecuada de flora mixta salival.
v Placas de Petri con Agar Tripticasa soya TSA que después del proceso de incubacion,

no muestren contaminacioén por otros microorganismos. (Hongos).

Para recoleccidn de flujo salival:

v Personas sin enfermedad sistémica.

v" Personas que no hayan consumido antibidticos por los ultimos 3 dias antes del recojo de
la muestra.

v Personas con enfermedad de caries dental activa.

v" Personas entre los 18 y 60 afios de edad.

Criterios de exclusion:

Para placas de Petri con Agar Tripticasa soya TSA:

v" Placas de Petri con Agar Tripticasa soya TSA que después del proceso de incubacion,

muestren contaminacién por otros microorganismos. (Hongos).

Para recoleccion de flujo salival:

v Personas que presenten halitosis.

v" Personas que presenten candidiasis o estén en tratamiento para la misma.

58



4.3. Procedimientos y técnicas:

Obtencidn del extracto etandlico de Stevia rebaudiana Bertoni:

Recoleccidn e identificacion taxondmica:

Las hojas de Stevia rebaudiana, fueron recolectadas de la localidad de Chanchamayo,
provincia de San Ramén, regién de Junin y empaquetado por la distribuidora HIGHLAND

COFFEE. Se llevaron al Museo de Historia Natural para su clasificacion taxondmica.

En la Tabla N°1. se puede observar los resultados de la identificacidn taxonémica realizada
por el Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos que

confirma que se trata de Stevia rebaudiana Bertoni (Anexo 1).

Tabla N°1. Clasificacion sistematica de la S. rebaudiana Bertoni segiin Cronquist

(1988).
Nombre vulgar Stevia

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae

Orden Asterales
Familia Asteraceae

Género Stevia
Especie Stevia rebaudiana (Bertoni)

FUENTE: MUSEO DE HISTORIA NATURAL “°,
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Preparacion del extracto etandlico de Stevia rebaudiana Bertoni:

Se pesaron 455g de las hojas secas de Stevia Rebaudiana y se colocaron en un envase de
color &mbar con boca ancha, para su posterior humectacién con etanol al 96% solucién
hidroalcohdlica (7:3), lograndose asi la extraccién por maceracién a temperatura ambiente,

por 2 semanas.

El producto se filtré colocdndose diferentes barreras mecdnicas como algodén, redes y tela,
para finalmente filtrar con papel filtro Whatman N°40 de 125 mm de didmetro, con el fin de

obtener un extracto libre de restos.

La solucion resultante fue llevada a la incubadora para evaporar el solvente a sequedad a
temperaturas entre 37°C y 40°C. De lo cual al finalizar se obtuvieron 52,52 gr de residuo

seco de Stevia rebaudiana.

Preparacion del extracto etandlico al 1,07 mg/ml de Stevia rebaudiana Bertoni en etanol

de 70°:

Del residuo seco se prepar6 la concentracion al 1, 07 mg/ml disuelta en etanol de 70°. Para
ello primero se procedid a pesar 0,107 mg del extracto de Stevia rebaudiana en una balanza
calibrada (soluto) y se prepar6é 10 ml de etanol de 70° (solucién hidroalcohdélica 7:3) como

solvente, con el objetivo de obtener la disolucién a la concentracién deseada (Figura S.).

Obtencidn de la solucién acuosa a 1mg/ ml de Xilitol:

Compra del producto:

El Xilitol fue adquirido en forma de polvo de la empresa HYLEN CO., LTD, China, la cudl

es distribuida en el Perti por la empresa ALTERNATIVA QUIMICA.
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Se presenta a continuacion, el andlisis quimico del Xilitol Fine Powder (Tabla N°2.),

realizada por la empresa Hylen CO., LDT en el afio 2017 y distribuida por Alternativa

Quimica EIRL. Producto utilizado para el estudio (Anexo 2).

Tabla N°2. Composicion Quimica del Xilitol Fine Powder

Xilitol (polvo)

Coliformes (MPN /g)

Nombre
Apariencia Polvo blanco cristalino
Ensayo (base seca) 99,73
Otros polioles 0,27
Pérdida por secado 0,08
Residuos en combustion 0,020
Reduccidn de azicares 0,014
Metales pesados < 0,0005
Arsénico < 0,00005
Niquel 0,000008
Plomo 0,000022
Sulfato < 0,002
Cloruro < 0,001
Punto de fusion en C° 934 C°
pH en solucién acuosa 6,08
Recuento total de placas (UFC/g <) <10
<3

Salmonela

No detected

Levadura y moho (UFC /g)

<10

FUENTE: HYLEN CO., LDT CHINA “*.
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Preparacion de la solucién acuosa de Xilitol en dilucién al 100 %:

Se procedi6 a colocar 10 mg de Xilitol en polvo en una balanza calibrada (soluto) el cuél fue
diluido en 10 ml de agua destilada (dilucién al 100%) con el fin de obtener una

concentracién de 1mg/ml (Figura 5.).

Obtencidn de la flora mixta salival:

Antes de tomar la muestra, se solicit6 a los 4 pacientes haberse cepillado los dientes por lo

menos 2 horas antes de la prueba, para no tener restos de alimentos en la saliva recolectada.

Se les entregd un pedazo de parafina con el fin de estimular la saliva a través de la mordida
de la misma, alrededor de 5 minutos. La saliva resultante fue recolectada en frascos estériles,

con el fin de obtener flora mixta salival.

Se debe tener en cuenta que la cantidad de saliva estimulada varié de acuerdo al paciente.

Controles:

Para determinar el efecto inhibitorio se utiliz6 como control negativo al caldo BHI infusién

cerebro corazén y como controles positivos a la Clorhexidina al 0,12% y etanol a 70°.

Estudio microbiolégico:

Los materiales (Figura 6.) usados fueron colocados sobre la mesa de trabajo del Laboratorio

de Microbiologia.

Se prepararon 10 ml de las disoluciones de Stevia rebaudiana Bertoni y xilitol, asi mismo,

10 ml de los controles (etanol a 70° y clorhexidina al 0,12%) (Figura 7.).

Se cultivé 0,2 ml de saliva estimulada en 0,8 ml de cada solucién preparada (Stevia

rebaudiana, Xilitol, etanol a 70°, clorhexidina al 0,12% y Caldo BHI infusién cerebro
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corazén) en tubos de ensayo cerrados herméticamente. Se llevaron a incubacién bajo

condiciones de aerobiosis a 37°C por 24 horas (Figura 8.).

Cultivo en Placas de Petri con Agar Tripticasa soya TSA:

A las 24 horas, los tubos de ensayo presentaban diferentes grados de turbidez por lo que se
procedié a la dilucién seriada 1:10 hasta alcanzar el factor de dilucién 107 (0,1 ml de

muestra y 0,9 ml de suero fisiol6gico).

Los tubos con las suspensiones fueron girados entre las manos durante 30 segundos con el
fin de homogenizarla y proceder al sembrado de 0,1 ml en placas de Petri con Agar
Tripticasa soya TSA, usando el método de siembra por diseminacién con ayuda de la
espatula de Drigaslky de cabezal recto. Todo el procedimiento se llevd a cabo dentro del
didmetro de 10 cm de la llama de un mechero, usando solo materiales estériles y se
efectuaron 2 repeticiones por solucién de Stevia rebaudiana y Xilitol, respectivamente. Se
incubaron las placas de Petri en la estufa bajo condiciones de aerobiosis a 37°C por 24 horas

para el posterior recuento de colonias. Se sembraron un total de 21 placas (Figura 9.).

Determinacion de la actividad inhibitoria in vitro del extracto etandlico de Stevia
rebaudiana Bertoni y la solucién acuosa de Xilitol — Método de recuento de unidades

formadoras de colonias (UFC):

El método de recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) determina el niimero de
microorganismos en una muestra en relacion a las colonias que forman las UFCs (Unidades
) (96)

Formadoras de Colonias

Se contarén aquellas colonias desarrolladas cuya morfologia sea ©”:

- Forma: puntiforme y circular
- Borde: entero, redondeado, ondulado.

- Color: amarillento
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- Elevacién: plana
- Superficie: lisa y opaca

- Caracteristica 6ptica: Opaca

Se observé el crecimiento bacteriano y se identificaron las colonias que cumplieran las
caracteristicas morfoldgicas mencionadas para posteriormente proceder al conteo de las

colonias mediante observacion directa con una lupa con 10x de ampliacion.

Unidades formadoras de Colonias por ml

UFC/ml=CxD/V

C: nimero de colonias en placa
D: factor inverso de la dilucién (107?)

V: volumen de siembra (100ul)

4.4. Recoleccion de datos:

Los pacientes fueron informados a través de un consentimiento informado (Anexo 3) sobre
los objetivos del estudio, el rol como participantes dentro del estudio, la confidencialidad de
los datos y la resoluciéon de dudas. Se les pidié que al estar de acuerdo con participar

escribieran su nombre y colocaran su firma.

Se utiliz6 una ficha de recoleccién de datos del paciente (Anexo 3) donde se registraron
datos de filiacion (Nombre y Sexo) y si sufria de alguna enfermedad sistémica por lo que
hubiera tenido que consumir antibidticos durante los 3 dias previos al examen clinico,

ademas se les realizé un examen odontoldgico previo para poder observar si el paciente tenia
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lesiones cariosas, sufria de halitosis o candidiasis, mediante la observacién y olfaccién.
Todos estos datos se recolectaron con el objetivo de observar si el paciente cumplia con los

criterios de inclusién y de exclusion.

Se utiliz6 una segunda ficha de recoleccién (Anexo 4) en la cual se anotaron los resultados

obtenidos del recuento de unidades formadoras de colonias (UFC).

4.5. Procesamiento y andlisis de resultados:

Realizado la recoleccién de datos y llenado en la base de datos empleando el programa
Microsoft Excel para su posterior interpretacion en el programa estadistico Stata version
libre 12.0, se procedié a obtener la estadistica descriptiva concerniente, se presentaron las
variables y se calcularon medidas de tendencia central y dispersion. Se realizardn pruebas de
normalidad de Shapiro - Wilk. Para la estadistica inferencial, se usardn pruebas paramétricas
como el ANOVA o no paramétricas como el test de Kruskal — Wallis para poder probar la
hipétesis, ademds de pruebas post hoc para la evaluacién de diferencias significativas
estadisticamente entre grupos como el Bonferroni para muestras independientes en caso de

ser paramétrica o el Test de Dunn en caso de ser no paramétrica.

Los resultados serdn presentados narrativamente en cuadros y graficos agrupdndolos por

variables y dreas de andlisis que den respuesta a los objetivos del estudio.

Se trabaj6 con un nivel de significancia del 5% (p < 0.05), con un intervalo de confianza del

95% y una potencia del 20%.
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V. RESULTADOS

Se realizaron 21 ensayos vélidos de los cudles 6 pertenecian a la solucién acuosa a 1m/ml de
Xilitol, 6 al extracto etandlico al 1,07% de Stevia rebaudiana en etanol a 70° 3 a la
clorhexidina al 0,12%, 3 al etanol a 70° y 3 al caldo BHI infusién cerebro corazén. Se puede

observar el resultado en la Figura 10., Figura 11., Figura 12. y Tabla N°3.

Tabla N°3. Recuento de Unidades formadoras de colonias (UFC/ml) del extracto etandlico
al 1,07% de Stevia rebaudiana en etanol a 70°, solucién acuosa a Img/ml de Xilitol,
Clorhexidina al 0,12%, etanol a 70° y caldo BHI infusién cerebro corazén sobre Flora mixta

salival a las 24 horas.

[+
£
c 2
i Stevia Xilitol & & Caldo BHI
Soluciones = 5
[=]
@)
1 2 1 2
Muestral 0 0  125x10™ 1430 x 10™ 0O 0 212x10*
UFC/ml Muestra2 0 0 1976 x 10 897 x 10™ 0 1 2524x10*

Muestra3 0 0  735x10™ 427 x 10™* 0 0 1854x10*

Fuente: Investigacion

Elaboracién: Bach. Maisely Galindo

Con los datos obtenidos se procedio al analisis estadistico descriptivo:

Se puede observar de los datos obtenidos en la Tabla N°4. Que la solucién acuosa a 1mg/ml
de Xilitol y el Caldo BHI infusién cerebro corazén presentan una mediana de 816 y 1854
unidades formadoras de colonias, mientras que el extracto etandlico al 1,07% de Stevia
rebaudiana en etanol a 70°, la Clorhexidina al 0,12% y el etanol a 70° presentan 0 unidades
formadoras de colonias. También se observa que los datos presentan distribucién normal
para el extracto etandlico al 1,07% de Stevia rebaudiana en etanol a 70° y la Clorhexidina al

0,12%.
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Tabla N°4. Medidas de tendencia central y dispersién de las unidades formadoras de
colonias por ml de del extracto etandlico al 1,07% de Stevia rebaudiana en etanol a 70°,
solucién acuosa a Img/ml de Xilitol, Clorhexidina al 0,12%, etanol a 70° y caldo BHI

infusion cerebro corazén sobre Flora mixta salival a las 24 horas.

Soluciones Media Mediana DE IQR Maximo Minimo

Stevia 0 0 0 0 0 0
Xilitol 931,66 816 657,91 1003 1976 125
Clorhexidina 0 0 0 0 0 0
Etanol 0,33 0 0,58 1 1 0
Caldo BHI 1530 1854 1189,57 2312 2524 212

DE: Desviacion estandar
IQR: Rango intercuartilico

Fuente: Investigacion

Elaboracion: Bach. Maisely Galindo

En la Gréfico 1. se muestra que el caldo BHI infusién cerebro corazén presenta el indice
miés alto de crecimiento de flora mixta salival con 1854 x 10™ + 1189,57 UFC/ml. Mientras
que la solucién acuosa a 1mg/ml de Xilitol presento un indice de crecimiento bacteriano de
816 x 10™ + 657,91 UFC/ml, con una diferencia altamente significativa con respecto al
extracto etandlico al 1,07% de Stevia rebaudiana en etanol a 70°, clorhexidina al 0,12% y

etanol a 70°.

67



Grifico 1. Diagrama de barras de error del nimero de Unidades Formadoras de colonias por
ml (UFC/ml) del extracto etandlico al 1,07% de Stevia rebaudiana en etanol a 70°, solucién
acuosa a Img/ml de Xilitol, Clorhexidina al 0,12%, etanol a 70° y caldo BHI infusién

cerebro corazon sobre Flora mixta salival a las 24 horas.

o
o _
o
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o
S _
o
[aV]
¢
o
S _
= ®
o e [ J [ J
T T T T T
Stevia Xilitol clorhexidina alcohol BHI

Soluciones

Fuente: Investigacion

Elaboracién: Bach. Maisely Galindo

Se realiz6 la prueba de normalidad (Tabla N°S.) para el recuento de unidades formados de
colonias por ml (UFC/ml) de la solucién acuosa a 1mg/ml de Xilitol, etanol a 70° y caldo
BHI infusién cerebro corazén con la finalidad de demostrar que estos tienen una distribucién
normal (o = 0.05) al 95% de nivel de confianza. Se encontr6 que la solucion acuosa a
Img/ml de Xilitol y caldo BHI infusién cerebro corazén presentan distribucién normal (p >

0,05), mientras que el etanol a 70° no presenta distribucién normal (p < 0,05).
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Tabla N°5. Prueba de normalidad de Shapiro — Wilk para las unidades formadoras de

colonias por ml de solucién acuosa a 1mg/ml de Xilitol, etanol a 70° y caldo BHI infusién

cerebro corazén sobre Flora mixta salival a las 24 horas.

Soluciones n W v z prob >z
Xilitol 6 0,96669 0,412 -1,124 0,86954
Etanol 3 0,75 3,723 -0,00005
Caldo BHI 3 0,94436 0,831 -0,114 0,54523

Fuente: Investigacién

Elaboracién: Bach. Maisely Galindo

Dado que una las soluciones (Etanol a 70°) no presenta distribucién normal, se utilizé la

prueba de Kruskall Wallis para comparacion de méds de dos medianas.

En la Tabla N°6. utilizando la prueba de Kruskall Wallis se observa que existe diferencia

significativa entre por lo menos una mediana de las 5 soluciones estudiadas (p < 0,05). Para

evaluar entre que grupos existen diferencias significativas utilizando el Test de Dunn, prueba

post hoc de la prueba de Kruskall Wallis.
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Tabla N°6. Kruskall Wallis para comparar las medianas de las Unidades Formadoras de
colonias por ml (UFC/ml) del extracto etandlico al 1,07% de Stevia rebaudiana en etanol a
70°, solucién acuosa a 1mg/ml de Xilitol, Clorhexidina al 0,12%, etanol a 70° y caldo BHI

infusion cerebro corazén sobre Flora mixta salival a las 24 horas.

Soluciones n Suma - Rangos X? p
Stevia 6 36,00
Xilitol 6 99,00
Clorhexidina 3 18,00 17,591 0,0015
Etanol 3 24,00
BHI 3 54,00

Fuente: Investigacién

Elaboracion: Bach. Maisely Galindo

El resultado del Test de Dunn arroj6é un valor Z, el cudl muestra que existe diferencias
significativas entre el extracto etandlico al 1,07% de Stevia rebaudiana en etanol a 70° vs
solucién acuosa a 1mg/ml de Xilitol y vs caldo BHI infusién cerebro corazén (p < 0,05). En
la comparacion entre los grupos de las otras soluciones no hubo diferencia significativa (p >

0,05). El resultado fue estimado con un rango de error de 0.05 (Tabla N°7.).
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Tabla N°7. Prueba post hoc “Test de Dunn” para evaluar entre que grupos existen

diferencias significativas para el extracto etandlico al 1,07% de Stevia rebaudiana en etanol

a 70°, solucién acuosa a 1mg/ml de Xilitol, Clorhexidina al 0,12%, etanol a 70° y caldo BHI

infusion cerebro corazén sobre Flora mixta salival a las 24 horas.

Soluciones n Z p
Stevia vs Xilitol 12 -3.166 0.007 <0.05
Stevia vs clorhexidina 9 0.000 1.000 >0.05
Stevia vs etanol 9 -0.492 1.000 >0.05
Stevia vs BHI 9 -2.954 0.015 <0.05
Xilitol vs clorhexidina 9 2.584 0.049 <0.05
Xilitol vs etanol 9 2.093 0.181 >0.05
Xilitol vs BHI 9 -0.369 1.000 >(0.05
Clorhexidina vs etanol 6 -0.426 1.000 >0.05
Clorhexidina vs BHI 6 -2.558 0.053 >0.05
Etanol vs BHI 6 -2.132 0.165 >(0.05

Fuente: Investigacion

Elaboracién: Bach. Maisely Galindo
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VL DISCUSION

En la odontologia la fitoterapia, es decir, el uso medicinal y preventivo de las plantas tiene
cada dia mayor vigencia, pero adn sigue tratindose de un campo nuevo en el que se necesita
seguir investigando. La S. rebaudiana es una planta utilizada de manera tradicional por las
multiples propiedades que posee y al igual que el Xilitol un polialcohol, no son degradados
por los microorganismos presentes en la flora bacteriana salival con el objetivo de producir

caries dental y enfermedad periodontal.

En la presente investigaciéon se buscd determinar y evaluar la actividad inhibitoria del
extracto etandlico al 1,07% de Stevia rebaudiana en etanol a 70° y la solucién acuosa a
Img/ml de xilitol sobre el crecimiento de los microorganismos presentes en flora mixta
salival, in vitro.

Segtin Giertsen et al. "

, en su estudio probaron que las exposiciones repetidas a Xilitol al
7.5% a biopeliculas orales mixtas in vitro de 6 especies (Actinomyces naeslundii, Candida
albicans, Fusobacterium nucleatum, Streptococcus oralis, Veillonella dispar y Streptococcus
mutans (8 cepas)), no inhibieron el crecimiento de los bacterias estudiadas, pero si
disminuyeron los recuentos de colonias de S. sobrinus (7,8 + 0,6 UFCs) y de S. mutans (9,8
+ 1,9 UFCs en comparacion al sorbitol que obtuvo mayores recuentos de colonias de S.
sobrinus (9,7 £ 0.5 UFCs) y de S. mutans (14,0 £ 3,2 UFCs), a su vez también Marttinen et
al "7 compararon los efectos del xilitol sobre cepas de S. mutans, A. naeslundii y S.
sanguinis sensibles y resistentes. En sus resultados demostré que la presencia de Xilitol al
5% produjo una caida de aproximadamente 1-log en los niveles de UFCs de las bacterias
sensibles, pero los niveles de cepas resistentes no se modificaron. En el estudio de
Ghezelbash et al. 'Y se compararon los efectos del Xilitol al 2% y 4% y eritritol al 2% y 4%
sobre el crecimiento de Streptococcus orales mediante la medida del didmetro de zonas de

inhibicién de crecimiento, dando como resultado que ambos inhibieron el crecimiento de

Streptococcus pero el eritritol fue mas eficaz con un 71% para S. mutans, 76% para S.
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sobrinus 'y T7% para S. sanguinis. Asi mismo, Padilla et al. " determiné el efecto antes y
después de la aplicacién de la pasta dental con xilitol al 36% sobre la cantidad de unidades
formadoras de colonias (UFC) de S. mutans en saliva y lo comparé con la pasta
convencional con sélo flior. Los resultados demostraron que luego de 5 semanas de uso de
la pasta dental con Xilitol, los niveles de S. mutans en saliva disminuyeron, presentando
entre 0 y 10 000 de UFC. Salli ef al. ®" examinaron los recuentos bacterianos de S. mutans y
S. sobrinus al ser expuestos a saliva artificial que contiene 1% de sacarosa, 2 - 5% de Xilitol
y una combinacién de ambas, los resultados demostraron que la presencia de xilitol al 2%
disminuy6 la cantidad de S. mutans y S. sobrinus en 10°, pero el aumento de la concentracién
de la misma no disminuy6 de manera significativa el recuento bacteriano, mientras que la
sacarosa al 1% promovié la proliferacién de las misma hasta 10°. Finalmente Eskandarian

et al. "

determinaron los efectos bactericidas del tetrafluoride de titanio (TiFy,),
clorhexidina, floruro de sodio (NaF) y Xilitol sobre el Streptococcus mutans, los resultados

demostraron que el xilitol no mostré tener efecto inhibidor o bactericida.

La investigacion evaldo al igual que los estudios mencionados la actividad inhibitoria de la
solucién acuosa a 1mg/ml de Xilitol sobre los microorganismos presentes en la flora mixta
salival, cuyo resultado fue que si disminuyé el recuento de las unidades formadoras de

colonias (UFC/ml) pero no de manera estaditicamente significativa.

En el caso del extracto etandlico al 1,07 mg/ml de Stevia rebaudiana en etanol a 70°, Viteri
et al. © observaron el efecto inhibitorio de diferentes concentraciones de Stevia rebaudiana
Bertoni en diferentes soluciones (agua, metanol, etanol, acetato de etilo y hexano) sobre el
crecimiento in vitro del S. mutans y del L. acidophillus. Los resultados demostraron que los
extractos con metanol, etanol y hexano como solventes mostraron igual o mejor capacidad
inhibitoria del crecimiento al ser comparados con la vancomicina (16,5 mm). Asi mismo,

Mohammadi-Sichani et al. "

evaluaron la actividad antibacteriana de las hojas de S.
rebaudiana usando 4 solventes (metanol, etanol, acetona y agua) en concentraciones de 200,

100, 50, 25, 12,5, 6,25 y 3,13 mg/ml, demostrando en los resultados que los extractos de
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Stevia rebaudiana con metanol, etanol y acetona son muy efectivos para la inhibicién del
crecimiento de S. mutans, pero el extracto acuoso no lo es. Pérez ® determiné que la accién
inhibitoria del extracto etandlico de Stevia rebaudiana en etanol de 70° y etanol de 30° sobre
Streptococcus mutans se presentd solo en la concentracién de 1,07 mg/ml en etanol de 70°.
También Lingaraj et al. ®” compararon la eficacia inhibitoria del extracto acuoso al 50% y
etandlico de 70° de Stevia rebaudiana contra Streptococcus mutans y Lactobacillus
acidophilus, al compararlo con la clorhexidina. Los resultados demostraron que al final de
las 48 horas, la clorhexidina mostré mayor didmetro de halos de inhibicién para S. mutans
pero no de manera significativa con respecto al extracto de Stevia rebaudiana en etanol a
70°. Brambilla et al. "® evaluaron el efecto del estevisido y rebaudiésido A mediante la
elaboracion de extractos de S. rebaudiana sobre S. mutans. Los resultados muestran que
hubo crecimiento del biofilm pero en comparacién a la sacarosa al 1% se dio un menor

. . . . . .. . 2 . 2
crecimiento cuya diferencia fue significativa. Massén-Palacios et al.

compararon la
eficacia inhibitorio del extracto acuoso de Stevia rebaudiana al 2%, la formula industrial a
Smg/ml y en férmula comercial a Smg/ml . Los resultados demostraron que en general los
tres extractos de Stevia consiguieron un efecto inhibidor del crecimiento sobre S. mutans y S.
sanguis. Urbina * determin6 que hubo actividad inhibitoria in vitro de un enjuague bucal a
base de extracto etandlico de hojas de Stevia rebaudiana sobre Lactobacillus acidophillus

29 evaldo la

ATCC 4356 a partir de la concentracién 1,07 mg/ml en etanol a 70°. Brafiez
actividad antibacteriana del extracto de Stevia rebaudiana frente a bacterias iniciadoras de la
biopelicula dental, los resultados demostraron que el extracto de S. rebaudiana no presento
actividad antibacteriana sobre Streptococcus sanguinis y poca actividad sobre Actinomyces
viscosus. Guevara ®” demostré que el efecto inhibitorio del extracto hidroalcohélico de

Stevia sobre streptococcus mutans de da solo en la concentracion del 100% con un halo de

inhibicién de 9,33 mm, quedando en la zona de resistencia.

En este estudio se evaltio al igual que los estudios mencionados la actividad inhibitoria del

extracto etandlico al 1,07 mg/ml en etanol a 70° de Stevia rebaudiana sobre los
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microorganismos presentes en la flora mixta salival, cuyo resultado fue que no hubo

presencia de unidades formadoras de colonias (0 UFC/ml).

En dos estudios similares realizados por Kishta-Derani et al. *> donde determiné el efecto
antibacteriano de la Stevia rebaudiana al 0,5% y 5%, este fue comparado con el Xilitol al
5% como control positivo, los resultados demostraron que no hubo diferencia
estadisticamente significativa entre ambos respecto al nimero de bacterias, pero en la S.
rebaudiana hubo un mayor crecimiento de bacterias que en el grupo tratado con Xilitol. Y en
el estudio de Tovar-Huaynate et al. ®¥ demostraron que la Stevia rebaudiana tiene alta
actividad inhibitoria frente al S. mutans en comparacion al Xilitol a los 48 horas, pero menor

efecto de inhibicion frente a la clorhexidina al 2%.

En la investigacion al comparar la actividad inhibitoria del extracto etandlico al 1,07 mg/ml
de Stevia rebaudiana en etanol a 70° y la solucién acuosa a Img/ml de Xilitol, se observé
que hubo diferencia significativa entre el nimero de colonias presentes en cada una de ellas,
siendo el extracto etandlico de Stevia rebaudiana el que obtuvo mayor efecto sobre la

inhibicién del crecimiento de los microorganismos presentes en la flora mixta salival.

Es necesario destacar que los autores antes mencionados en su mayoria, desarrollaron sus
investigaciones usando el método de difusion de discos en placa para medir halos de
inhibicién, mientras que en nuestro estudio se optd por otro método como lo es el recuento
de unidades formadoras de colonias (UFC/ml), ya que los resultados de las medidas de los
halos de inhibicién no eran los esperados y no se podia evaluar de manera clara la actividad

inhibitoria de los compuestos.
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VII.  CONCLUSIONES

Del estudio se concluye:

- El extracto etandlico al 1,07% de Stevia rebaudiana en etanol a 70° posee actividad
inhibitoria sobre el crecimiento de los microorganismos presentes en flora mixta salival,
in vitro a las 24 horas mediante con un recuento de unidades formadoras de colonias de
0 UFC/ml en promedio, al igual que la clorhexidina al 0,12% y el etanol a 70°.

- La solucién acuosa a 1mg/ml de Xilitol no presenta una diferencia estadisticamente
significativa frente al Caldo BHI infusién cerebro corazén con un recuento de unidades
formadoras de colonias de 931,66 + 657,91 UFC/ml en promedio.

- De los edulcorantes estudiados, la mayor actividad inhibitoria lo present6 el extracto
etandlico al 1,07 mg/ml de Stevia rebaudiana en etanol a 70° frente a la solucién acuosa
a Img/ml en agua destilada de Xilitol sobre los microorganismos presentes en flora

mixta salival a las 24 horas.
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VIIL

RECOMENDACIONES

Evaluar la actividad bacteriostatica y antifingica del extracto etandlico al 1,07mg/ml de
Stevia rebaudiana en etanol de 70°.

Evaluar la actividad bacteriostdtica y antifiingica de la solucién acuosa a Img/ml de
Xilitol.

Realizar estudios de identificacién bacteriana para conocer cudles son las cepas de los
microorganismos presentes en la flora mixta salival que no fueron inhibidos por la
solucién acuosa a 1mg/ml de Xilitol.

Se recomienda la continuidad de esta investigacion realizando evaluacién in vitro sobre
bacterias especificas de la microbiota bucal, asi también como una posterior evaluacién
in vivo.

En base a la literatura estudiada y a los resultados obtenidos de este estudio se
recomienda el uso del extracto etandlico al 1,07% de Stevia rebaudiana en etanol a 70°,
al ser de bajo costo y fécil acceso. Asi mismo se sugiere realizar otros estudios para
evaluar su actividad antibacteriana incorpordndolo en productos como gomas de
mascar, enjuagues y pastas dentales que promuevan la higiene oral, en vista de la

necesidad constante de nuevos y efectivos agentes.
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X. ANEXOS
Anexo 1:

CLASIFICACION TAXONOMICA DE LA STEVIA REBAUDIANA

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Perd, DECANA DE AMERICA

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

Musco de
Hivtoris
Natural
R

SrudiandS

"Afto del Buen Servicio af Ciudadano”

CONSTANCIA N°039-USM-2017

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (hojas) recibida de MaiselyGALINDO GOMEZ de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, ha sido estudiada y clasificada como: Stevia
rebaudiana (Bertoni) v tiene la siguicnte posician taxondmica, seaun el Sistema de
Clasificacion de Cronquist (1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ASTERIDAE
ORDEN: ASTERALES
FAMILTA: ASTERACEAE
GENERO: Stevia

ESPECIE; Stevia rebaudiana (Bertoni)

Nombre vulgar: “stevia”
Determinado por Mag. Hamilton Beltran Santiago.

Se extiende 13 presente constancia a solicitud de la parte interesada, para hnes de

estudios.
Lima, 31 de marzo de 2017
Mag. ASUNEION 1=
JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USN) ~~
N0 o
ACE/aCd A
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Anexo 2:

ANALISIS QUIMICO DEL XILITOL

b
Cervificate of Analysis
Product Mamae: Xylitol Fine Powder Imvoice Moo SMATXF154
Oty-400KGS Batch No: 117060313
Manufacture date:Jun.03,2017 Date: Jun. 182017
Eapiry datecun. 02 2016 OROER NO.AQ-TE
Reference Sandard
i FCoAISP Resdt

Iderlification Missits The requirernent Confirms
Appaarance Witite crysteling powder White erpstalice pawder
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Less on drying % 0.3 0.08

Riestichue e igniion, % <01 | b.020
Reducing augar, % =0,2 1 014

Heawvy metala, % 0,005 | =4 0008
Arsanic % 2000005 «2/ (] D5
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pH in aquacus solution £0-TA E.08
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Anexo 3:

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS y CONSENTIMIENTO
INFORMADO:

Aino del buen servicio al ciudadano”
UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

NOMBRE: EDAD:

ENFERMEDAD SISTEMICA: SI( ) NO ( )  HALTOSIS: SI( ) NO ( )

CANDIDIASIS: SI( ) NO ( ) CONSUMO DEANTIBIOTICOS: SI( ) NO ( )

CARIESDENTAL: SI( ) NO ( )

Consentimiento Informado para Participantes de Investigacion

El propdsito de esta ficha de consentimiento es proveer a los participantes en esta investigacion con
una clara explicacién de la naturaleza de la misma, asi como de su rol en ella como participantes.

La presente investigacion es conducida por Maisely Fabiluz GALINDO GOMEZ, de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. La meta de este estudio es determinar la efectividad en actividad inhibitoria de
dos edulcorantes, Stevia rebaudiana vy xilitol, sobre el crecimiento de los microorganismos presentes en flora
mixta salival, in vitro.

Si usted accede a participar en este estudio, se le pedird morder un pedazo de parafina sin sabor y
vaciar la saliva que este proceso genere en un frasco estéril. Esto tomard aproximadamente 5 minutos de su
tiempo. La participacion es este estudio es estrictamente voluntaria. La informacién que se recoja serd
confidencial y no se usara para ningun otro propésito fuera de los de esta investigacion.

Si tiene alguna duda sobre este proyecto, puede hacer preguntas en cualquier momento durante su
participacién en él. Igualmente, puede retirarse del proyecto en cualquier momento sin que eso lo perjudique
en ninguna forma.

Desde ya le agradecemos su participacion.

Acepto participar voluntariamente en esta investigacion.

Nombre del

Participante Firma del Participante Fecha

(en letras de imprenta)
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Anexo 4:

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Ficha de recoleccién de datos para el método de recuento de unidades formadoras de
colonias (UFC).

UFC

Extracto etanolico
al 1,07% de Stevia
rebaudiana en
etanol a 70°

Solucion
acuosa a
1mg/ml de
xilitol

1

2

1 2

Clorhexidina
al 0,12%

Etanol a
70°

Caldo
BHI

Muestra
1

Muestra
2

Muestra
3

Muestra
4

Muestra
5

Muestra
6

Muestra
7
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Anexo 5:

MATRIZ DE CONSISTENCIA

Titulo: “Actividad inhibitoria de la Stevia rebaudiana y Xilitol sobre flora mixta salival”

Problema Objetivos Hipotesis Operacionalizacion de Variables Metodologia
(Presentaran Objetivo general: Hipotesis general: Variables Dimensién Indicador Valores Tipo de estudio:
actividad inhibitoria | Determinar y evaluarla | El extracto etandlico al
el extracto etandlico | actividad inhibitoria del | 1,07% de Stevia Experimental
al 1,07mg/ml de extracto etandlico al rebaudiana en etanol a Transversal
Stevia Rebaudiana 1,07 mg/ml de Stevia 70° y la solucién acuosa Prospectivo
enetanol a 70° yla | rebaudiana enetanola | a 1mg/ml de Xilitol In vitro

solucion acuosa a
Img/ml de Xilitol
sobre el crecimiento
de los
microorganismos
presentes en flora
mixta salival, in
vitro?

70° y la solucién acuosa
a Img/ml de Xilitol
sobre el crecimiento de
los microorganismos
presentes en flora mixta
salival, in vitro
Objetivos especificos:

Determinar y analizar la
actividad inhibitoria del
extracto etandlico al
1,07 mg/ml en etanol a
70° de Stevia
rebaudiana sobre el
crecimiento de  los
microorganismos

presentes en flora mixta
salival, in vitro a las 24
horas mediante el
recuento de unidades
formadoras de colonias

poseen actividad
inhibitoria sobre el
crecimiento de los
microorganismos
presentes en flora mixta
salival, in vitro
Hipotesis especificas:

El extracto etandlico al
1,07 mg/ml en etanol a

70° de Stevia
rebaudiana posee
actividad inhibitoria

sobre el crecimiento de
los  microorganismos
presentes en flora mixta
salival, in vitro a las 24
horas mediante el
recuento de unidades
formadoras de colonias
(UFQC).

Edulcorante natural

Stevia rebaudiana Extracto etandlico

Stevia rebaudiana al
1,07 mg/ml en etanol
a70°

Xilitol Solucién acuosa

Solucién acuosa a
1mg/ml de Xilitol

Poblacién y
muestras:

La poblacién bajo
estudio estd
conformada por el
conjunto de placas de
Petri  con  Agar
Tripticasa Soya TSA,
que contendrdn al
extracto etandlico de
la Stevia rebaudiana
a una concentracion
de 1,07 mg/ml en
etanol a 70° y con
solucién acuosa a
1mg/ml de Xilitol.

Muestreo:
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(UFC).

Determinar y analizar la
actividad inhibitoria de
la solucién acuosa a
Img/ml de Xilitol sobre
el crecimiento de los
microorganismos
presentes en flora mixta
salival, in vitro a las 24
horas  mediante el
recuento de unidades
formadoras de colonias
(UFC).

Comparar la actividad
inhibitoria del extracto
etandlico al 1,07 mg/ml
en etanol a 70° de
Stevia rebaudiana y de
la solucién acuosa a
Img/ml de Xilitol sobre
los  microorganismos
presentes en flora mixta
salival, in vitro a las 24
horas mediante el
recuento de unidades
formadoras de colonias
(UFQ).

La solucién acuosa a
Img/ml de Xilitol posee
actividad inhibitoria
sobre el crecimiento de
los  microorganismos
presentes en flora mixta
salival, in vitro a las 24
horas  mediante el
recuento de unidades
formadoras de colonias
(UFC).

. El extracto etandlico al
1,07 mg/ml en etanol a
70° de Stevia
rebaudiana posee
mayor actividad
inhibitoria  que la
solucion  acuosa a
Img/ml de Xilitol sobre
los  microorganismos
presentes en flora mixta
salival, in vitro a las 24
horas mediante el
recuento de unidades
formadoras de colonias
(UFQ).

Recuento de

unidades
. formadoras de
Actividad colonias UFC/ml
inhibitoria
(UFC/ml)
Tlemp(? d N Minutos expuestos .
estimulacién de min
. . a la parafina.
flujo salival
Bacterias orales Cantidad de saliva ml
recolectada

Porbablistico.

Técnicas
Se realiz6 la
obtencién del

extracto de Stevia
rebaudiana y la
solucion del xilitol,
para su posterior
siembra en Agar
Tripticasa sota TSA
con factor de
dilucién en 107 para
todas las soluciones
estudiadas. Para
conocer la actividad
inhibitoria se realizé
el recuento de
unidades formadoras
de colonias por ml
(UFC/ml) en placa.
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Anexo 6:

FIGURAS

Figura 5. A) Xilitol en polvo (derecha) y extracto de Stevia rebaudiana Bertoni (izquierda),
luego de ser pesadas en balanza calibrada. B) Disolucién de Stevia rebaudiana Bertoni al

1,07 mg/ml en etanol de 70° (derecha) y disolucién de Xilitol al 100% con agua destilada.

Figura 6. Materiales usados para la ejecucion del proyecto en el Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de odontologia de la UNMSM.
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Figura 8. A) Muestra 1: Tubos de ensayo luego de 24 horas de incubacidn con diferentes
grados de turbidez. B) Muestra 2: Tubos de ensayo luego de 24 horas de incubacidn con

diferentes grados de turbidez. C) Muestra 3: Tubos de ensayo luego de 24 horas de

incubacidn con diferentes grados de turbidez.

Y clorhexidina al 0,12%. Muestra de saliva.
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Figura 9. A) Muestra 1: Placas de Petri con Agar Tripticasa soya TSA sembradas. B)
Muestra 2: Placas de Petri con Agar Tripticasa soya TSA sembradas. C) Muestra 3: Placas

de Petri con Agar Tripticasa soya TSA sembradas
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Figura 10. Muestra 1 A) y B) No se observa crecimiento de unidades formadoras de
colonias (UFC) en extracto etandlico de 70° al 1,07% de Stevia rebaudiana. C) y D) Se
observa crecimiento de UFC en solucién acuosa al 1mg/ ml de Xilitol. E) No se observa
crecimiento de UFC en clorhexidina al 0,12%. F) No se observa crecimiento de UFC en
alcohol etandlico de 70°. G) Se observa crecimiento de UFC en caldo BHI infusién cerebro

corazon.
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Figura 11. Muestra 2 A) y B) No se observa crecimiento de unidades formadoras de
colonias (UFC) en extracto etandlico de 70° al 1,07% de Stevia rebaudiana. C) y D) Se
observa crecimiento de UFC en solucién acuosa al 1mg/ ml de Xilitol. E) No se observa
crecimiento de UFC en clorhexidina al 0,12%. F) Se observa el crecimiento de 1 UFC/ml en
alcohol etandlico de 70°. G) Se observa crecimiento de UFC en caldo BHI infusién cerebro
corazon. de 1 UFC/ml en alcohol etandlico de 70°. G) Se observa crecimiento de UFC en

caldo BHI infusion cerebro corazon.
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Figura 12. Muestra 3 A) y B) No se observa crecimiento de unidades formadoras de
colonias (UFC) en extracto etandlico de 70° al 1,07% de Stevia rebaudiana. C) y D) observa
Se observa crecimiento de UFC en solucién acuosa al Img/ ml de Xilitol. E) No se
crecimiento de UFC en clorhexidina al 0,12%. F) No se observa crecimiento de UFC en
alcohol etandlico de 70°. G) Se observa crecimiento de UFC en caldo BHI infusién cerebro

corazon.

100



