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RESUMEN

OBJETIVO: Determinar el efecto in vitro de bebidas carbonatadas con edulcorantes
caloricos y acaldricos sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175.

MATERIALES Y METODOS: El estudio prospectivo, longitudinal, comparativo y
experimental. La muestra estuvo constituida por 176 tubos de ensayo. Conteniendo la
macrodilucion de las bebidas carbonatadas y Streptococcus mutans ATCC 25175 en
caldo Infusion cerebro corazén (BHI). El efecto de las bebidas carbonatas sobre el
Streptococcus mutans ATCC 25175, se determind a través de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI). El analisis estadistico se realizo mediante la prueba ANOVA que fue
completada con la prueba de DUNCAN.

RESULTADOS: Las bebidas carbonatadas con edulcorantes caléricos mostraron que
en casi todas las concentraciones ensayadas, los datos obtenidos son muy superiores al
control positivo; encontrando la CMI en el 50% para la Coca Cola (original), mientras
que para la bebida Inca Kola (original), la CMI se hallé en el 25%. Contrariamente, la
presentacion (zero) de las bebidas carbonatadas con edulcorantes acaloricos estudiados,
Coca Cola e Inca Kola, los datos obtenidos de la espectrofotometria estuvieron por
debajo del control positivo, por lo que no fue posible encontrar la CMI.
CONCLUSION: Las bebidas carbonatadas con edulcorantes cal6ricos, en la mayoria
de las concentraciones trabajadas, estimulan al crecimiento in vitro del Streptococcus
mutans ATCC 25175. Mientras que para las bebidas carbonatadas con edulcorantes
acaloricos, todas las concentraciones estudiadas disminuyeron el crecimiento in vitro
del Streptococcus mutans ATCC 25175.

PALABRAS CLAVE: Bebidas carbonatadas, edulcorantes, efecto inhibitorio,

Streptococcus mutans.



ABSTRACT

OBJECTIVE: To determine the in vitro effect of carbonated beverages with caloric
and no calorics sweeteners on Streptococcus mutans ATCC 25175.

MATERIALS AND METHODS: The prospective, longitudinal, comparative and
experimental study. The sample consisted of 176 test tubes. Contents of macrodilution
of carbonated beverages and Streptococcus mutans ATCC 25175 in Broth Heart
Infusion (BHI). The effect of carbonated beverages on Streptococcus mutans ATCC
25175 was determined through the Minimum Inhibitory Concentration (MIC).
Statistical analysis was performed using the ANOVA test that was completed with the
DUNCAN test.

RESULTS: Carbonated beverages with caloric sweeteners showed that in almost all the
concentrations tested, the data obtained are much higher than the positive control;
Finding the MIC at 50% for Coca Cola (original), while for the Inca Kola beverage
(original), the MIC was found at 25%. In contrast, the (zero) presentation of carbonated
beverages with no caloric sweeteners studied, Coca Cola and Inca Kola, the data
obtained from the spectrophotometry were below the positive control, so it was not
possible to find the MIC.

CONCLUSION: Carbonated beverages with caloric sweeteners at most concentrations
worked up stimulated the in vitro growth of Streptococcus mutans ATCC 25175. While
for carbonated beverages with no caloric sweeteners, all concentrations studied decrease
the in vitro growth of Streptococcus mutans ATCC 25175.

Key words: Carbonated beverages, sweeteners, inhibitory effect, and Streptococcus

mutans.
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I. INTRODUCCION

1.1 FUNDAMENTO TEORICO:

Debido a la importancia creciente que va adquiriendo el consumo de productos
edulcorados naturalmente y artificialmente, y puesto que no existen estudios donde
se evalle la efecto de bebidas carbonatadas con edulcorantes caléricos y acal6ricos
sobre Streptococcus mutans, es que se decide realizar la presente investigacion.

La caries constituye un problema de salud publica en numerosos paises. En
poblaciones latinoamericanas la incidencia y prevalencia de esta enfermedad suele
ser mas elevadal. La caries dental es la enfermedad bucal mas comin del hombre
actual, la OMS considera que del 60 al 90% de la poblacion presenta caries.
Cambios en los habitos de higiene y de alimentacion han provocado que aumente la
prevalencia de la caries®. Los factores dietarios incluyen la cantidad de azlcar
consumida, concentracion de azucar del alimento, forma fisica del carbohidrato,
retencion oral, frecuencia de comer alimentos y golosinas, intervalo de tiempo entre
el comer y la secuencia del consumo de alimento®

La microbiota oral se caracteriza por ser extraordinariamente compleja en géneros y
especies. Segun muchos investigadores sefialan que existen mas de 600 especies
bacterianas en el ambiente oral. Entre los principales microorganismos asociados a
la produccion de caries es encuentra el Streptococcus Mutans*

El Streptococcus Mutans fue aislado e identificado por Clarke, en 1924. Lo
denomind Streptococcus Mutans por las formas mutantes en que se presenta* Los
Streptococcus son cocos Gram positivos agrupados en pares o cadenas, no
esporulados e inmdviles que presentan un metabolismo fermentativo, Son ademas,

anaerobios facultativos®



Streptococcus mutans produce &cido lactico, acido propionico, acido acético y
acido formico cuando metaboliza carbohidratos fermentables como la sacarosa,
glucosa y fructosa. Estos acidos circulan a través de la placa dental hacia el esmalte
poroso, disociandose y liberando hidrogeniones, los cuales disuelven rapidamente
el mineral del esmalte, generando calcio y fosfato, los cuales a su vez, difunden
fuera del esmalte. Este proceso se conoce como desmineralizacion del esmalte
dental que es el paso inicial en lesiones de caries dental®”

Cuando la desmineralizacion predomina, la lesién cariosa produce una cavidad,
pero la remineralizacion continuamente estimulada puede detenerla, teniendo
entonces lesiones activas versus inactivas. La remineralizacion convierte a estas
Gltimas, en alteraciones que no requieren de tratamiento invasivo, ya que sélo
necesitan de medidas que estimulen el proceso de remineralizacion®

Las bacterias cariogénicas necesitan hidratos de carbono simples para producir los
acidos organicos que inician el proceso de caries en el esmalte por lo que la
preocupacion es que una mayor ingesta de bebidas que contienen azlcar puede
aumentar el riesgo de desarrollar caries dental®

Las bebidas carbonatadas (también llamada refresco, bebida gaseosa o soda)
contienen tipicamente agua carbonatada, saborizante y edulcorantes naturales o
artificiales. También pueden contener cafeina, colorantes, conservantes y otros
ingredientes®t

Estas bebidas suelen consumirse frias, para que sean mas refrescantes y se evite la
pérdida del didéxido de carbono, que le otorga la efervescencia. El agua
carbonatada, es un agua que contiene acido carbonico (H2CO3) que, al ser inestable,
se descompone facilmente en agua y diéxido de carbono (COy), el cual sale en

forma de burbujas cuando la bebida se despresuriza®



En el PerG el consumo de bebidas carbonatadas (gaseosas) se ha incrementado en
los Gltimos afios, para ubicarnos dentro del consumo actual, tenemos como la
bebida méas consumida a Inca Kola con 37% dejando en segundo lugar a Coca-Cola
con 25%. Otra marca ya asentada con la tercera dentro del mercado peruano es
Kola Real con 16%'*

El termino edulcorante, hace referencia a aquel aditivo que proporciona dulzura a
los alimentos. Algunos de ellos son extractos naturales mientras que otros son
sintéticos, en este ltimo caso se denomina edulcorantes artificiales!3!*

En las bebidas gaseosas el edulcorante puede ser azlcar, jarabe de maiz alto en
fructosa, zumo de fruta, etc'® Una bebida tipica contendria alrededor de 10-12,5%
w / v de sacarosa o fructosa®™

La sacarosa es uno de los azlcares mas cariogénicos, porque su fermentacion
produce grandes cantidades de 4&cido dentro del biofilm, también produce
disminucidn del ph bucal y consecuentemente en la cariogenicidad de los agregados
microbianos en los dientes!® 17-

Los edulcorantes artificiales méas utilizados en estas bebidas son: sacarina,
ciclamatos, aspartamo, acesulfamo K, y sucralosa®. Estos pueden poseer un mayor
poder endulzante que la sacarosa (30 a 300 veces) pero con escaso aporte caldrico'®
Cada vez mas se emplean los edulcorantes artificiales acaloricos que busca la
disminucién del valor caldrica total de la dieta, promover un descenso del peso
corporal y/o prevenir el desarrollo de enfermedades como la diabetes o la caries
dental 7,13, 15, 19.

No se encontraron estudios semejantes al nuestro, sin embargo se citan algunas

investigaciones sobre edulcorantes frente al Streptococcus mutans.



Pérez R y Carrasco M (2006) Observaron el crecimiento in vitro de Streptococcus
mutans y Lactobacillus acidophilus en una solucion con edulcorantes xilitol,
aspartame, sucralosa y sacarina sodica en concentracion de 5% y compararlo con
dos grupos control sacarosa y sin endulzante. Utilizaron 30 tubos con Streptococcus
mutans y 30 con Lactobacillus acidophilus. EI crecimiento de bacterias fue medida
en un espectofotometro calibrado. Los resultados de este estudio indicaron que los
edulcorantes son efectivos para la reduccion del crecimiento in vitro de
Streptococcus mutans y Lactobacillus acidiphilus son el xilitol y sacarina sddica
mientras que el aspartame y sucralosa lo estimulan >

Das Sy col (1991) evaluaron el aspartamo y la caries dental en ratas. Se ensayo en
60 crias de ratas que dieron positivos a Streptococcus mutans el cual se dividieron
al azar en 6 grupos de 10. Las ratas se alimentaron de acuerdo al grupo designado,
Grupol: 50% de sacarosa; Grupo2: 30% de sacarosa; Grupo3: 30% de sacarosa +
0,15% de aspartamo; Grupo4: 0,30% de aspartamo; Grupo5: 0,15% de aspartamo y
Grupo6: sin adicion. Se encontré que el grupo3 de dieta redujo significativamente
la caries en comparacion con las ratas alimentadas con dieta Grupo2. En los
animales alimentados solo con aspartamo, no habia caries. La diferencia fue
significativa®®

Las bebidas carbonatadas son cada vez mas populares, sin embargo, muchos de
estos productos estan endulzadas con azlcar y edulcorantes artificiales acaloricos.
Por lo tanto, esta investigacién tuvo como propdsito evaluar el efecto in vitro de
bebidas carbonatadas (Original y Zero), sobre Streptococcus mutans, a fin de
generar nuevo conocimiento sobre el efecto que podria producir en la cavidad oral
estos tipos de bebidas de consumo frecuente en consumidores habituales de estos,

siendo los principales los nifios y jovenes; acompafiado de una mala higiene.



1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Cual sera el efecto in vitro de bebidas carbonatadas con edulcorantes caloricos

y acaldricos sobre Streptococcus mutans ATCC 251757

1.3 HIPOTESIS

Existe diferencia sobre el crecimiento del Streptococcus mutans ATCC 25175

entre bebidas carbonatadas cal6ricas y bebidas carbonatadas acaldricas.

1.4 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.4.1 Objetivo General:
Determinar el efecto in vitro de bebidas carbonatadas con edulcorantes

caloricos y acaloricos sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175.

1.4.2 Objetivos Especificos

e Determinar el efecto in vitro de la bebida carbonatada caldrico “Inca
Kola Original” sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175, a través de
la concentracion minima inhibitoria.

e Determinar el efecto in vitro de la bebida carbonatada calorico “Coca
Cola Original” sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175, a través de
la concentracion minima inhibitoria.

e Determinar el efecto in vitro de la bebida carbonatada acalérico “Inca
Kola Zero” sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175, a través de la

concentracion minima inhibitoria.



e Determinar el efecto in vitro de la bebida carbonatada acalorico “Coca

Cola Zero” sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175, a través de la

concentracion minima inhibitoria.

2.1 MATERIAL DE ESTUDIO

2.1.1 Tipo de estudio:

El presente estudio corresponde a un disefio Experimental.

DISENO METODOLOGICO:

En relacion al
periodo de
captacion de la

informacion

En relacion a la
captacion del
fendbmeno en

estudio

En funcion de la
comparacion

entre poblaciones

En funcion de la
interferencia del
investigador en el
fendmeno que se

analiza.

Prospectivo

Longitudinal

Comparativo

Experimental

2.1.2 Area de estudio.

La presente

Investigacion de Microbiologia Molecular

investigacion se

realizard en el

Laboratorio de

y Biotecnologia del

Departamento Académico de Ciencias de la Universidad Privada

Antenor Orrego, Trujillo - Per.




2.1.3 Definicién de la poblacion muestral:

2.1.3.1 Caracteristicas generales:
2.1.3.1.1 Criterios de inclusion:
e Tubo de ensayo estéril, conteniendo el caldo Infusién cerebro
corazon (BHI), la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175y la

dilucion de la bebida carbonatada.

2.1.3.1.2 Criterios de exclusion:
e Tubo de ensayo con la macrodilucion que presente algun tipo de
dafo o rajadura en su estructura durante el proceso de incubacion.
e Tubo de ensayo con la macrodilucion cuyo resultado en el

proceso de incubacion pueda ser dudoso (contaminado).

2.1.3.1.3Criterios de eliminacion:

e Tubo de ensayo con la macrodilucion que sufra deterioro, dafio o
rajadura durante la conservacion y los procedimientos que no
permitan su medicidn posterior.

e Todos los conjuntos de repeticiones en donde se observe una
reduccion en la concentracion de la dilucion.

2.1.3.2 Disefio estadistico de muestreo:
2.1.3.2.1Unidad de analisis.
Cada uno de los tubos de ensayo estéril, conteniendo caldo
Infusion cerebro corazon (BHI), la cepa de Streptococcus mutans

ATCC 25175 y la dilucidn de la bebida carbonatada.



2.1.3.2.2Unidad de muestreo.
Cada uno de los tubos de ensayo estéril, conteniendo caldo
Infusién cerebro corazén (BHI), la cepa de Streptococcus mutans

ATCC 25175y la dilucién de la bebida carbonatada.

2.1.3.2.3Tamafo de muestra.
Por las condiciones propias que caracterizan a un trabajo de
investigacion experimental y en las condiciones del laboratorio de
Investigacion de Microbiologia Molecular y Biotecnologia del
Departamento Académico de Ciencias de la Salud, de la
Universidad Privada Antenor Orrego. Se ha creido conveniente

tener cuatro repeticiones por cada bebida carbonatada.

2.1.3.2.4Método de seleccion
La seleccion de la muestra se realizara a través de un método no

probabilistico, a conveniencia.

2.2 METODOS, TECNICAS E INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE

DATOS:

2.2.1 Método: Observacion.

2.2.2 Descripcion del procedimiento:
2.2.2.1 De la aprobacién del proyecto:
El primer paso para la realizacién del presente estudio de
investigacion, fue la obtencién del permiso para la ejecucion,

mediante la aprobacion del proyecto por el Comité Permanente de



Investigacion Cientifica de la Escuela de Estomatologia de la
Universidad Privada Antenor Orrego con la correspondiente

Resolucién Decanal.

2.2.2.2 De la autorizacion para la ejecucion:
Una vez aprobado el proyecto, se procedid a solicitar el permiso
para la ejecucién en el Laboratorio de Investigacion de
Microbiologia Molecular y Biotecnologia del Departamento
Académico de Ciencias de la Universidad Privada Antenor

Orrego.

2.2.2.3 De las bebidas carbonatadas:
Se utilizaron bebidas carbonatadas con edulcorantes caloricos y
acaloricos de la marca Inca Kola y Coca Cola, obtenidas en los
diferentes centros comerciales de la ciudad de Trujillo. De
bebidas carbonatadas de la marca Inca Kola se utilizaron en sus
dos presentaciones: *Inca Kola Original (azucar) *Inca Kola Zero
(Aspartamo, Acesulfamo K). Mientras que de la marca Coca Cola
se utilizaron: *Coca Cola Original (Azucar), *Coca Cola Zero

(Aspartamo, Acesulfamo K).

2.2.2.4 Obtencion de la Cepa:
En el presente estudio se utilizd una cepa de Streptococcus
mutans ATCC25175, obtenida del cepario del Laboratorio de

Microbiologia Molecular y Biotecnologia del Departamento de



Ciencias de la Universidad Privada Antenor Orrego (UPAQO). Las

cepas se encuentran conservadas en crioviales a -30°C.

2.2.2.5 Activacion de la Cepa:

Retirado el vial criogénico de -30°C, fue condicionado a
temperatura ambiente durante al menos 3 horas, y posteriormente
colocada en incubadora a 37°C durante un periodo de tiempo
similar.

Bajo condiciones de esterilidad, se sembr6 en agar nutritivo, BHI
y agar sangre; a partir de los cuales se evalu6 en cual de ellos se
presentd un mejor crecimiento. Las condiciones de incubacion
fueron de 37°C y bajo anaerobiosis, empleando la técnica de vela

en jarra.

10



2.2.2.6 Comprobacion Fenotipica:
A partir de las colonias aisladas, se efectuard la debida
comprobacion fenotipica; las cuales consistirdn en coloracion

Gram, prueba de catalasa, crecimiento en caldo thioglicolato y

capacidad hemolitica sobre agar sangre.

11



2.2.2.7 Cultivos Overnight:
Son los denominados cultivos de noches, los cuales consistio en
colocar in6culos procedentes de la cepa deseada caldo Infusion
cerebro corazon (BHI), por un periodo de tiempo promedio de 16
hrs. de incubacién a 37°C, en agitacion a 180 rpm. y bajo

condiciones de semi anaerobiosis.

2.2.2.8 Preparacion de viales criogénicos:
A fin de preservar la cepa, es necesario conservarla por largos
periodos; para lo cual, se prepar6 glicerinados al 30% a partir de
un overnight. En ese sentido, se esterilizd previamente 3 mL. de
glicerol, sobre los cuales se le adiciond 7 mL. del overnight del
cultivo en cuestion. Se agito enérgicamente y distribuy6é 2 mL. en

viales criogénicos y mantener a -30°C.

12



2.2.2.9 Preparacion de placas master:
Efectuada la comprobacion fenotipica es necesario tener placas
master, las cuales son las placas de trabajo rutinario. Usualmente
deben de prepararse en nimero de tres y almacenadas bajo
condiciones de refrigeracion (4°) y ante la menos evidencia de
que alguna de ella pudiera estar contaminada se recomienda

eliminarla inmediatamente y tomar otra placa master.

2.2.2.10 Determinacion de la Concentracion Minima
Inhibitoria(CMI), (Prueba de macrodilucion en tubo):

Se siguio el protocolo establecido por este laboratorio, segln tabla

adjunta (Anexo 1). En la ejecucion se trabajo con caldo BHI (2X)

y se efectud 08 diluciones seriadas del producto a analizar mas los

03 controles necesarios. Las lecturas se efectuaron al inicio de la

experiencia y al término de las 24 o 48 hrs; para ello se dispuso de

un espectrofotémetro utilizando una longitud de onda de 550 nm.

13



Se realiz6 cuatro repeticiones, a partir de los cuales se efectuaron
las correspondientes medidas de tendencia central y de dispersion,

para luego ser representados mediante una grafica, donde se

establecio la CMI durante el ensayo.

2.2.2.11 Instrumento de recoleccion de datos:
Para efectos de la investigacion, se elabor6 una ficha (Anexo 2).
El instrumento contiene: Los resultados de la densidad Optica

dada por el espectrofotometro a DOsso nm.

14



2.3 VARIABLES:

Variable Definicion Definicion Tipo de variable Escala
conceptual Dimension operacional e | Naturalez | Funcién de
indicadores a medicio
n
Definidas Tipos de bebidas
como bebidas carbonatadas
que con:
generalmente
estan Edulcorantes
Bebidas endulzadas y caléricos:
carbonatadas | saborizadas, | ----------- - Inca Kola
que a veces original
tienen sales o - Coca Cola Cualitativa | Independi | Ordinal
minerales original ente
incluidos, que Edulcorantes
son cargadas acaldricos:
con diéxido - Inca Kola Zero
de carbono?* - Coca Cola
Zero
Capacidad de
una sustancia Se registra la
quimica DO expresada
Efecto enel | sintetizada en longitud de
crecimiento | parcial o Concentracio onda (hm) Cuantitati | Dependien | De razon
del totalmente en n minima mediante el va te
Streptococcus | laboratorio inhibitoria | espectrofotdmetr
mutans ATCC | que es capaz 0
25175 de inhibir y/o
estimular el
crecimiento
del S.
mutans??

15




2.4 ANALISIS ESTADISTICO DE LA INFORMACION:

Se realizd la revision de los datos obtenidos, luego se colocaron en la base de
datos Excel para su tabulacion y presentacion en gréaficos. Los andlisis
estadisticos se realizaron empleando el software estadistico SPSS version 18
obteniendo las medias estadisticas descriptivas: Media y Desviacion Estandar.

Para la comprobacién de los tratamientos establecidos con sus respectivas
repeticiones, se utilizara la prueba de analisis de variacion (ANOVA) que nos
permitira determinar si existen diferencias entre al menos dos tratamientos.
Seguidamente para verificar la significancia del crecimiento del Streptococcus
mutans ATCC 25175, segun los tratamientos establecidos se utilizara la prueba

de rango multiple de DUNCAN al 5% de significancia.

16



I1l. RESULTADOS

3.1. COCA COLA ORIGINAL

Primero se trabajé con la presentacién Coca Cola Original, que presenta como
edulcorante calérico a la sacarosa. Donde se realizaron distintas diluciones a la
cual fue sometida la bebida carbonatada cal6rica Coca Cola Original, se hicieron 8
diluciones tomandose ademas tres controles: un control negativo de esterilidad de
producto (C1), un control negativo de esterilidad del caldo BHI (C2) y un control
positivo (C3). En cada una de ellas 4 repeticiones de tratamientos, apareciendo sus
promedios y su correspondiente desviacion estandar en cada tabla respectiva.

La lectura se realiz0 en un espectrofotometro a 550nm de la cual se obtuvo 2
lecturas, a las 24 y 48 horas. A las 24 horas las lecturas obtenidas son las que
aparecen en la tabla n° 1 acompafiadas con su correspondiente analisis estadistico
tabla n°2 y n°3. Las lecturas obtenidas a las 48 horas son las que aparecen en la
tabla n°4, también acompafadas con su correspondiente analisis estadistico tabla
n°5 y n°6. Se realizd un grafico donde se registran todos los datos obtenidos,

comparando las lecturas de 24 y 48 horas, estos aparecen en el grafico n°1.

17



3.1.1 TABLA N°1: Efecto in vitro de bebida carbonatadas con edulcorantes

caléricos Coca Cola Original, sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

(Evaluacion a las 24 Horas).

Conc. N Media Desv. Est.
C1 4 0.005 0.002
C2 4 -0.007 0.009
C3 4 0.266 0.011

100.00% 4 0.156 0.001
50.00% 4 0.220 0.013
25.00% 4 0.281 0.014
12.50% 4 0.301 0.013

6.25% 4 0.320 0.028

3.12% 4 0.350 0.023

1.56% 4 0.372 0.008

0.78% 4 0.376 0.013

3.1.1.1 TABLA N°2 Analisis de Varianza del efecto in vitro de bebida
carbonatadas con edulcorantes caloricos Coca Cola Original, sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175. (Evaluacion a las 24 Horas).

FV SC gl CM F P
Tratamientos |0.7352| 10 |0.0735|52.4481 | 2.369E-17

Error 0.0463| 33 |0.0014

Total 0.7815| 43

En el analisis de varianza nos arroja que hay diferencias significativas
(p<0.001), es decir el analisis estadistico nos indica que hay diferencias

de respuestas entre los tratamientos de cada dilucion.
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3.1.1.2 TABLA N°3 Prueba de Duncan para el efecto in vitro de bebida
carbonatadas con edulcorantes caldricos Coca Cola Original, sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175. (Evaluacién a las 24 Horas).

CONC. N Grupo para alfa = 0.05
Gl G2 G3 G4 G5 G6

Cc2 4 | -0.007

C1 4 0.005
100.0% 4 0.156

50.0% 4 0.220

C3 4 0.266 | 0.266

25.0% 4 0.281

12.5% 4 0.301 | 0.301

6.25% 4 0.320 | 0.320 | 0.320
3.12% 4 0.350 | 0.350
1.56% 4 0.372
0.78% 4 0.376

La prueba de Duncan encuentra las diferencias, separandolo 6 grupos de
forma ascendente, donde: en el primer grupo se encontrd a los controles
C2 y C1. En el segundo grupo solo esta la concentracion de 100%. En el
tercer grupo esta la concentracion del 50% y el control positivo C3; en el
cuarto grupo vuelve a encontrar al control C3 con una media de
(0.266nm), mas a las siguientes concentraciones: 25%, 12.5% y 6.25%.
En los siguientes grupos se encuentra las concentraciones que
presentaron mayor crecimiento que el control positivo C3. En el quinto
grupo se halla a las siguientes concentraciones 12.5%, 6.25% y 3.12%.
En el sexto grupo esta las concentraciones del 6.25%, 3.12%, 1.56% y
0.78%. En algunos grupos se repiten las concentraciones y eso es debido

a que existe variabilidad en los datos.
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3.1.2 TABLA N°4: Efecto in vitro de bebida carbonatadas con edulcorantes
caléricos Coca Cola Original, sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

(Evaluacion a las 48 Horas)

Conc. N Media Desv. Est.
C1 4 0.017 0.005
C2 4 0.002 0.013
C3 4 0.289 0.007

100.00% 4 0.163 0.003

50.00% 4 0.255 0.010

25.00% 4 0.301 0.025

12.50% 4 0.324 0.015

6.25% 4 0.323 0.022

3.12% 4 0.350 0.014

1.56% 4 0.379 0.012

0.78% 4 0.389 0.024

3.1.2.1 TABLA N°5: Analisis de Varianza del efecto in vitro de bebida
carbonatadas con edulcorantes caloricos Coca Cola Original, sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175. (Evaluacion a las 48 Horas).

FV SC gl CM F P
Tratamientos |0.7360| 10 [0.0736|50.8224|3.834E-17
Error 0.0478| 33 |0.0014

Total 0.7838| 43

En el andlisis de varianza del control de 48 horas, dice que hay
diferencias significativas (p<0.001), es decir el analisis estadistico nos
indica que hay diferencias de respuestas entre los tratamientos de cada

dilucién.
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3.1.2.2 TABLA N°6: Prueba de Duncan para el efecto in vitro de bebida
carbonatadas con edulcorantes caldricos Coca Cola Original, sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175. (Evaluacion a las 48 Horas).

CONC. N Grupo para alfa = 0.05

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
Cc2 4 | 0.002
C1 4 0.017
100.0% 4 0.163
50.0% 4 0.255
C3 4 0.289 | 0.289
25.0% 4 0.301 | 0.301 | 0.301
6.25% 4 0.323 | 0.323 | 0.323
12.5% 4 0.324 | 0.324 | 0.324
3.12% 4 0.350 | 0.350 | 0.350
1.56% 4 0.379 | 0.379
0.78% 4 0.389

Esta prueba separ0 los tratamientos en 7 grupos de diferencias en forma
ascendente. En el primer grupo se encontro a los controles C2 y C1. En el
segundo grupo solo esta la concentracion de 100%. En el tercer grupo
estan las concentraciones del 50% y 25% mas el control positivo C3. En
el cuarto grupo se encuentra el control positivo C3 con una media de
(0.289nm) vy a las concentraciones: 25%, 6.25%, 12.5%. EIl quinto grupo
estd conformado por el 25%, 6.25%, 12.5% mas el 3.12%. En el sexto
grupo estd el 6.25%, 12.5%, 3.12% y 1.56%. El séptimo grupo esta
conformado por el 3.12%, 1.56% Y el 0.78%.

En la mayoria de grupos se repiten las concentraciones y eso es debido a

que existe variabilidad en los datos.
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3.1.2.3 GRAFICO N°1: Efecto in vitro de bebida carbonatadas con
edulcorantes caldricos Coca Cola Original, sobre Streptococcus

mutans ATCC 25175.
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Las lecturas obtenidas de cada control y concentracion se ubican en el eje
“X” y en el eje “Y” la densidad oOptica. Cada una de las columnas
representa el crecimiento in vitro de Streptococcus mutans ATCC 25175.
En el grafico se aprecia los tres controles realizados: C1 (BHI2x + Px),
C2 (BHI2x + H20d), y C3 (BHI2x + H,0d+50u1S.M).

Las columnas azules, son los datos de la lectura obtenida a las 24 horas.
Se observa que el crecimiento aumenta cuando la concentracién
disminuye, esto puede ser debido a que en altas concentraciones el
edulcorante caldrico actte inhibiendo el crecimiento. El crecimiento
maximo se encuentra en la Ultima concentracién 0.78%. Dado el grafico

es muy probable alrededor del 50% se encuentre la CMI.
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Las columnas naranjas, son los datos de la lectura obtenida a las 48
horas. El crecimiento en este control aumenta ligeramente a comparacion
del primer control de 24 horas. No hay cambios significativos, y en este
control también se podria decir que la CMI, fue correspondiente a la

concentracion del 50%.

3.2. COCACOLA ZERO

Se trabajé la presentacion Coca Cola Zero, y este presenta como edulcorante
artificial acalorico al Aspartame y al Acesulfame K. Donde se realizaron distintas
diluciones a la cual fue sometida la bebida carbonatada calérica Coca Cola Zero,
se hicieron 8 diluciones tomandose ademas tres controles: un control negativo de
esterilidad de producto (C1), un control negativo de esterilidad del caldo BHI
(C2) y un control positivo (C3). En cada una de ellas 4 repeticiones de
tratamientos, apareciendo sus promedios Yy su correspondiente desviacion estandar
en cada tabla respectiva.

La lectura se realizd en un espectrofotometro a 550nm de la cual se obtuvo 2
lecturas, a las 24 y 48 horas. A las 24 horas las lecturas obtenidas son las que
aparecen en la tabla n° 7 acompafiadas con su correspondiente analisis estadistico
tabla n°8 y n°9. Las lecturas obtenidas a las 48 horas son las que aparecen en la
tabla n°10, también acompariadas con su correspondiente analisis estadistico tabla
n°11 y n°12. Se realizé un grafico donde se registran todos los datos obtenidos,

comparando las lecturas de 24 y 48 horas, estos aparecen en el grafico n°2.
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acaloricos Coca Cola Zero, sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

(Evaluacion a las 24 Horas)

3.1.3 TABLA N°7: Efecto in vitro de bebida carbonatada con edulcorantes

CONC. Ni Media Desv. Est.
C1 4 0.011 0.003
C2 4 0.003 0.001
C3 4 0.406 0.002

100.00% 4 0.174 0.000

50.00% 4 0.254 0.001

25.00% 4 0.341 0.002

12.50% 4 0.382 0.002

6.25% 4 0.389 0.001
3.12% 4 0.402 0.002
1.56% 4 0.412 0.001
0.78% 4 0.426 0.003

3.1.3.1 TABLA N°8: Analisis de Varianza del efecto in vitro de bebida
carbonatada con edulcorantes acaldricos Coca Cola Zero, sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175. (Evaluacion a las 24 Horas)

FV SC gl CM F P
Tratamientos| 1.021 | 10 | 0.102 |21124.63 |8.450E-60
Error 0.000 | 33 | 0.000

Total 1.021 | 43

En el andlisis de varianza del control de 24 horas, dice que hay
diferencias significativas (p<0.001), es decir el analisis estadistico nos
indica que hay diferencias de respuestas entre los tratamientos de cada

dilucién.
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3.1.3.2 TABLA N°9: Prueba de Duncan para el efecto in vitro de bebida

carbonatada con edulcorantes acaldricos Coca Cola Zero, sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175. (Evaluacién a las 24 Horas)

CONC.

pzd

Grupo para alfa = 0.05

Gl

G2

G3

G4

G5

G6

G7

G8

G9

G10

Gl1

C2

0.003

C1

0.011

100.0%

0.174

50.0%

0.254

25.0%

0.341

12.5%

0.382

6.25%

0.389

3.12%

0.402

C3

0.406

1.56%

0.412

0.78%

N B N R S S [ S [ S I S RS R S I S

0.426

Esta prueba separ0 los tratamientos en 11 grupos de diferencias, y se

ordendé de forma ascendente las lecturas obtenidas. Cada grupo esta

compuesta solo por un tratamiento o control. En el noveno grupo se

encuentra el control positivo C3 con una media de (0.406nm), y en

adelante, los dos grupos restantes fueron los Unicos en mostrar mayor

crecimiento que el control positivo ElI grupo décimo que esta la

concentracion 1.56% con una media de (0.412nm) y por altimo el grupo

décimo primero con una media de (0.426nm).
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3.1.4 TABLA N°10: Efecto in vitro de bebida carbonatada con edulcorantes

acaloricos Coca Cola Zero, sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

(Evaluacion a las 48 Horas)

CONC. Ni Media Desv. Est.
C1 4 0.020 0.001
C2 4 0.001 0.000
C3 4 0.448 0.003

100.00% 4 0.202 0.002

50.00% 4 0.282 0.002

25.00% 4 0.362 0.001

12.50% 4 0.401 0.003

6.25% 4 0.398 0.002
3.12% 4 0.390 0.004
1.56% 4 0.393 0.000
0.78% 4 0.427 0.002

3.1.4.1 TABLA N°11: Analisis de Varianza del efecto in vitro de bebida
carbonatada con edulcorantes acaloricos Coca Cola Zero sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175. (Evaluacion a las 48 Horas)

FV SC gl CM F P
Tratamientos| 1.027 | 10 | 0.103 |47710.64 | 1.228E-65
Error 0.000 | 33 | 0.000

Total 1.027 | 43

En el andlisis de varianza del control de 48 horas, dice que hay
diferencias significativas (p<0.001), es decir el analisis estadistico nos
indica que hay diferencias de respuestas entre los tratamientos de cada

dilucién.
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3.1.4.2 TABLA N°12: Prueba de Duncan para el efecto in vitro de bebida
carbonatada con edulcorantes acaldricos Coca Cola Zero, sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175. (Evaluacion a las 48 Horas)

CONC.

pzd

Grupo para alfa = 0.05

Gl | G2 | G3 | G4 | G5 | G6 | G7 | GB8 | G9 | G10 | G11

C2 0.001

Cl 0.020

100.0% 0.202

50.0% 0.282

25.0% 0.362

3.12% 0.390

1.56% 0.393

6.25% 0.398

12.5% 0.401

0.78% 0.427

IR RS

C3 0.448

Esta prueba separo los tratamientos en 11 grupos de forma ascendente al
igual que en el primer control de 24 horas. En los primeros grupos se
encontraron los controles negativos (C2 y C1) donde se aprecia que
presentaron menor densidad Optica a la hora de la evaluacion de 48 horas.
Mientras que el control positivo C3 se ubicd en el ultimo grupo, el

décimo primero con una media de (0.448nm)
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3.1.4.3 GRAFICO N°2: Efecto in vitro de bebida carbonatada con

edulcorantes acaléricos Coca Cola Zero, sobre Streptococcus mutans

ATCC 25175.
0.500
0850 e e
10 ¢ . SO ———
0.350
0.300
0.250
B 24 HRS
0.200
B 48 HRS
0.150
0.100
0.050
0.000
o clo ’{:g‘,lo \_’131'0 ngﬁlo ‘g‘lo
,\'QQ‘ (’)0. 'f) 0 G- > N Q-

Las lecturas obtenidas de cada control y concentracion se ubican en el eje
“X” y en el eje “Y” la densidad Optica. Cada una de las columnas
representa el crecimiento in vitro de Streptococcus mutans ATCC 25175.
En el grafico se aprecia los tres controles realizados: C1 (BHI2x + Px),
C2 (BHI2x + H20d), y C3 (BHI2x + H,Od+50p1S.M).

Las columnas de color verde, son los datos de la lectura obtenida a las 24
horas. Se observa que el crecimiento aumenta progresivamente cuando la
concentracion disminuye. Solo dos concentraciones mostraron mayor
crecimiento que el control positivo C3. Pero no son tan notorios. El
crecimiento maximo se encuentra en la ultima concentracion 0.78%. En
las concentraciones ensayadas no se detectd la CMI.

Las columnas de color azul, son los datos de la lectura obtenida a las 48

horas. El crecimiento en este control aumenta ligeramente a comparacion
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del primer control de 24 horas. En este control, las concentraciones
mostraron un crecimiento pero por debajo del control positivo. En las

concentraciones ensayadas no se detecto la CMI.

3.3. INCA KOLA ORIGINAL

Primero se trabajé con la presentacion Inca Kola Original, que presenta como
edulcorante calérico a la sacarosa. Donde se realizaron distintas diluciones a la
cual fue sometida la bebida carbonatada caldrica Inca Kola Original, se hicieron 8
diluciones tomandose ademas tres controles: un control negativo de esterilidad de
producto (C1), un control negativo de esterilidad del caldo BHI (C2) y un control
positivo (C3). En cada una de ellas 4 repeticiones de tratamientos, apareciendo sus
promedios y su correspondiente desviacion estandar en cada tabla respectiva.

La lectura se realizd en un espectrofotometro a 550nm de la cual se obtuvo 2
lecturas, a las 24 y 48 horas. A las 24 horas las lecturas obtenidas son las que
aparecen en la tabla n° 13 acompafiadas con su correspondiente analisis
estadistico tabla n°14 y n°15. Las lecturas obtenidas a las 48 horas son las que
aparecen en la tabla n°16, también acompafiadas con su correspondiente analisis
estadistico tabla n°17 y n°18. Se realiz6 un grafico donde se registran todos los
datos obtenidos, comparando las lecturas de 24 y 48 horas, estos aparecen en el

gréfico n°3.
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3.1.5 TABLA N°13: Efecto in vitro de bebida carbonatada con edulcorantes
caléricos Inca Kola Original, sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

(Evaluacion a las 24 Horas)

CONC. N Media Desv. Est.
C1 4 0.013 0.016
C2 4 0.010 0.002
C3 4 0.227 0.005

100.00% 4 0.055 0.011

50.00% 4 0.106 0.002

25.00% 4 0.152 0.004

12.50% 4 0.227 0.020

6.25% 4 0.298 0.045

3.12% 4 0.390 0.029

1.56% 4 0.448 0.006

0.78% 4 0.384 0.004

3.15.1 TABLA N°14: Analisis de Varianza del efecto in vitro de bebida
carbonatada con edulcorantes caldricos Inca Kola Original, sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175. (Evaluacion a las 24 Horas)

FV SC gl CM F P
Tratamientos | 0.977 10| 0.098| 302.543| 1.814E-29
Error 0.011 33| 0.000

Total 0.988 43

En el andlisis de varianza del control de 24 horas, dice que hay
diferencias significativas (p<0.001), es decir el analisis estadistico nos
indica que hay diferencias de respuestas entre los tratamientos de cada

dilucién.
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3.1.5.2 TABLA N°15: Prueba de Duncan para el efecto in vitro de bebida

carbonatada con edulcorantes caldricos Inca Kola Original, sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175. (Evaluacién a las 24 Horas)

CONC.

pzd

Grupos para alfa = 0.05

Gl

G2

G3

G4

G5

G6

G7

G8

C2

0.010

Cl

0.013

100.0%

0.055

50.0%

0.106

25.0%

0.152

C3

0.227

12.5%

0.227

6.25%

0.298

0.78%

0.384

3.12%

0.390

1.56%

I N R R R RN

0.448

Esta prueba separd los tratamientos en 8 grupos de diferencias, y se

ordend de forma ascendente las lecturas obtenidas de la densidad Gptica.

En el primer grupo se encuentra los controles negativos (C1 y C2). En el

segundo esta conformado solo por 100%. En el tercer estd conformado

solo por 50%. EIl cuarto grupo esta conformado solo por 25%. En el

quinto grupo se encuentra a la concentracion de 12.5% vy al control

positivo C3 que tiene como media (0.227nm). En adelante, los siguientes

grupos presentaron mayor densidad éptica que el control positivo, siendo

el sexto grupo que estd conformado por 6.25%. El séptimo grupo

conformado por 0.78% y 3.12%. El octavo grupo conformado por 1.56%

con una media de (0.448nm).
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3.1.6 TABLA N°16: Efecto in vitro de bebida carbonatada con edulcorantes
caléricos Inca Kola Original, sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

(Evaluacién a las 48 Horas)

CONC. N 48 HRS | Desv. Est.
C1 4 0.015 0.003
C2 4 0.012 0.016
C3 4 0.260 0.010

100.00% 4 0.075 0.002

50.00% 4 0.145 0.000

25.00% 4 0.175 0.008

12.50% 4 0.236 0.019

6.25% 4 0.311 0.057

3.12% 4 0.399 0.033

1.56% 4 0.463 0.005

0.78% 4 0.395 0.005

3.1.6.1 TABLA N°17: Analisis de Varianza del efecto in vitro de bebida
carbonatada con edulcorantes caldricos Inca Kola Original, sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175. (Evaluacion a las 48 Horas)

FV SC gl CM F P
Tratamientos | 0.981 10| 0.098| 220.690| 3.049E-27
Error 0.015 33| 0.000
Total 0.996 43

En el analisis de varianza del control de 48 horas, dice que hay
diferencias significativas (p<0.001), es decir el analisis estadistico nos
indica que hay diferencias de respuestas entre los tratamientos de cada

dilucién.
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3.1.6.2 TABLA N°18: Prueba de Duncan para el efecto in vitro de bebida
carbonatada con edulcorantes caldricos Inca Kola Original, sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175. (Evaluacién a las 48 Horas)

CONC. N Grupos para alfa = 0.05
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
0.012

C2

C1 0.015

100.0% 0.075

50.0% 0.145

25.0% 0.175

12.5% 0.236

C3 0.260

6.25% 0.311

0.78% 0.395

3.12% 0.399

I N R R R RS

1.56% 0.463

Esta prueba separd los tratamientos en 7 grupos de diferencias, y se
ordené de forma ascendente las lecturas obtenidas de la densidad Optica.
En el primer grupo se encuentra los controles negativos (C1 y C2). En el
segundo se encuentra solo a la concentracion del 100%. En el tercer
grupo esta el 50% y 25%. El cuarto grupo esta conformado por 12.5% y
el control positivo C3. En los grupos restantes se encuentran las
concentraciones que presentaron mayor densidad Optica que el control
positivo C3 que tiene una media de (0.260nm). En el quinto grupo se
encuentra a la concentracion del 6.25%. El sexto grupo esta conformado
por las concentraciones de 0.78% y 3.12% y por ultimo al séptimo grupo

donde esta el 1.56% con una media de (0.463nm).
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3.1.6.3 GRAFICO N°3: EIl efecto in vitro de bebida carbonatada con

edulcorantes caldricos Inca Kola Original, sobre Streptococcus

mutans ATCC 25175.
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Las lecturas obtenidas de cada control y concentracion se ubican en el eje
“X” y en el eje “Y” la densidad Optica. Cada una de las columnas
representa el crecimiento in vitro de Streptococcus mutans ATCC 25175.
En el grafico se aprecia los tres controles realizados: C1 (BHI2x + Px),
C2 (BHI2x + H20d), y C3 (BHI2x + H,0d+50ulIS.M).

Las columnas de color plomo, son los datos de la lectura obtenida a las
24 horas. Se observa que el crecimiento aumenta cuando la concentracion
disminuye, esto puede ser debido a que en altas concentraciones el
edulcorante caldrico actte inhibiendo el crecimiento. El crecimiento
maximo se encuentra en la concentracion 1.56% para luego descender en
la siguiente concentracion. Dado el grafico se podria decir que la CMI se

encuentra en la concentracion del 25%.
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Las columnas de color morado, son los datos de la lectura obtenida a las
48 horas. El crecimiento en este control aumenta ligeramente a
comparacion del primer control de 24 horas. No hay cambios
significativos, y en este control se podria decir que la CMI fue

correspondiente a la concentracién del 12.5%.

3.4. INCA KOLA ZERO

Se trabajo la presentacion Inca Kola Zero, y este presenta como edulcorante
artificial acalorico al Aspartame y al Acesulfame K. Donde se realizaron distintas
diluciones a la cual fue sometida la bebida carbonatada calorica Inca Kola Zero,
se hicieron 8 diluciones tomandose ademas tres controles: un control negativo de
esterilidad de producto (C1), un control negativo de esterilidad del caldo BHI
(C2) y un control positivo (C3). En cada una de ellas 4 repeticiones de
tratamientos, apareciendo sus promedios Yy su correspondiente desviacion estandar
en cada tabla respectiva.

La lectura se realiz6 en un espectrofotometro a 550nm de la cual se obtuvo 2
lecturas, a las 24 y 48 horas. A las 24 horas las lecturas obtenidas son las que
aparecen en la tabla n° 19 acompafiadas con su correspondiente analisis
estadistico tabla n°20 y n°21. Las lecturas obtenidas a las 48 horas son las que
aparecen en la tabla n°22, también acompafiadas con su correspondiente analisis
estadistico tabla n°23 y n°24. Se realiz6 un grafico donde se registran todos los
datos obtenidos, comparando las lecturas de 24 y 48 horas, estos aparecen en el

gréfico n°4.
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3.1.7 TABLA N°19: Efecto in vitro de bebida carbonatada con edulcorantes

acaloricos Inca Kola Zero, sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

(Evaluacion a las 24 Horas).

Conc. Ni 24 HRS Des. Est.
C1 4 0.012 0.005
C2 4 0.007 0.002
C3 4 0.295 0.000

100.00% 4 0.049 0.007
50.00% 4 0.159 0.001
25.00% 4 0.232 0.002
12.50% 4 0.254 0.007

6.25% 4 0.277 0.003

3.12% 4 0.293 0.002

1.56% 4 0.304 0.000

0.78% 4 0.342 0.007

3.1.7.1 TABLA N°20: Andlisis de varianza del efecto

carbonatada con edulcorantes acaléricos Inca

in vitro de bebida

Kola Zero, sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175. (Evaluacion a las 24 Horas)

FV SC gl CM F P
Tratamientos | 0.6221 10| 0.0622 | 3432.7505 | 8,723E-47
Error 0.0006 33| 0.0000

Total 0.6227 43

En el andlisis de varianza del control de 24 horas, dice que hay

diferencias significativas (p<0.001), es decir el analisis estadistico nos

indica que hay diferencias de respuestas entre los tratamientos de cada

dilucién.
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3.1.7.2 TABLA N°21: Prueba de Duncan para el efecto in vitro de bebida
carbonatada con edulcorantes acaloricos Inca Kola Zero, sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175. (Evaluacién a las 24 Horas)

CONC. N Grupos para alfa = 0.05

Gl |G2 |G3 |G4 |G5 |G6 |(G7 |G8 |G9

C2 0.007

C1 0.012

100.0% 0.049

50.0% 0.159

25.0% 0.232

12.5% 0.254

6.25% 0.277

3.12% 0.293

C3 0.295

1.56% 0.304

I N R R R RS

0.78% 0.342

Esta prueba separd los tratamientos en 9 grupos de diferencias, y se
ordend de forma ascendente las lecturas obtenidas. En el primer grupo se
encuentra a los controles negativos (C1 y C2). En el segundo esta la
concentracion 100%. Tercer grupo esta la concentracion 50%. Cuarto
grupo esta la concentracion 25%. En el quinto grupo estd la
concentracion 12.5%. En el sexto grupo esta la concentracion6.25%. En
el séptimo grupo se encuentra la concentracion 3.12% y al control
positivo C3 con una media de (0.295nm). Solo dos grupos lograron
obtener mayor densidad dptica que la del control positivo C3. El octavo
grupo que tiene a la concentracion 1.56%. EI noveno grupo presenta a la

concentracion 0.78% con una media de (0.342nm)
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3.1.8 TABLA N°22: Prueba de Duncan para el efecto in vitro de bebida
carbonatada con edulcorantes acaléricos Inca Kola Zero, sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175. (Evaluacion a las48 Horas)

CONC. Ni Media Desv. Est.
C1 4 0.014 0.010
C2 4 0.009 0.003
C3 4 0.302 0.005

100.00% 4 0.067 0.002

50.00% 4 0.174 0.004

25.00% 4 0.248 0.003

12.50% 4 0.268 0.012

6.25% 4 0.286 0.000
3.12% 4 0.302 0.006
1.56% 4 0.311 0.003
0.78% 4 0.360 0.013

3.1.8.1 TABLA N°23: Analisis de varianza del efecto in vitro de bebida
carbonatada con edulcorantes acaléricos Inca Kola Zero, sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175. (Evaluacion a las48 Horas)

FV SC gl CM F P
Tratamientos |0.6425 10| 0.0643 | 1537.0465 | 4,875E-41
Error 0.0014 33| 0.0000
Total 0.6439 43

En el andlisis de varianza del control de 48 horas, dice que hay
diferencias significativas (p<0.001), es decir el analisis estadistico nos
indica que hay diferencias de respuestas entre los tratamientos de cada

dilucién.
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3.1.8.2 TABLA N°24: Prueba de Duncan para el efecto in vitro de bebida

carbonatada con edulcorantes acaloricos Inca Kola Zero, sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175. (Evaluaciéon a las48 Horas)

CONC.

Grupos para alfa = 0.05

Gl

G2

G3

G4 G5 G6

G7

G8

C2

0.009

C1

0.014

100.0%

0.067

50.0%

0.174

25.0%

0.248

12.5%

0.268

6.25%

0.286

3.12%

0.302

C3

0.302

1.56%

0.311

0.78%

e I I S I SN I S I - - (Y~ S [ S o

0.360

Esta prueba separd los tratamientos en 8 grupos de diferencias, y se

ordend de forma ascendente las lecturas obtenidas. En el primer grupo se

encuentra a los controles negativos (C1 y C2). En el segundo esta la

concentracion 100%. Tercer grupo esta la concentracion 50%. Cuarto

grupo esta la concentracion 25%.

En el quinto grupo esta la

concentracion 12.5%. En el sexto grupo esté la concentracion 6.25%. En

el septimo grupo se encuentra la concentracion 3.12%, 1.56% y al control

positivo C3 con una media de (0.302nm). Solo un grupo logré obtener

mayor densidad éptica que la del control positivo C3. El octavo grupo

que presenta a la concentracién 0.78% con una media de (0.342nm)
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3.1.8.3 GRAFICO N°4: Efecto in vitro de bebida carbonatada con

edulcorantes acaloricos Inca Kola Zero, sobre Streptococcus mutans

g Poose g

ATCC 25175.
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Las lecturas obtenidas de cada control y concentracién se ubican en el eje
“X” y en el eje “Y” la densidad optica. Cada una de las columnas
representa el crecimiento in vitro de Streptococcus mutans ATCC 25175.
En el grafico se aprecia los tres controles realizados: C1 (BHI2x + Px),
C2 (BHI2x + H20d), y C3 (BHI2x + H,0d+50ul1S.M).

Las columnas de color azul, son los datos de la lectura obtenida a las 24
horas. Se observa que el crecimiento aumenta progresivamente cuando la
concentracion disminuye. Solo dos concentraciones mostraron mayor
crecimiento que el control positivo C3. Pero no son tan notorios. El
crecimiento maximo se encuentra en la ultima concentracion 0.78%. En
las concentraciones ensayadas no se detectd la CMI.

Las columnas de color marrén, son los datos de la lectura obtenida a las
48 horas. En este control, las concentraciones mostraron un incremento

en el crecimiento pero no hay cambios significativos. En las

concentraciones ensayadas no se detect6 la CMI.
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\V2 DISCUSION

En los Gltimos afios se ha incrementado el empleo de edulcorantes acal6ricos como
sustitutos del azlcar en la dieta humana; todos estos son pobremente metabolizados por
las bacterias bucales, o bien metabolizados por vias que no conducen a la formacién de
acidos, o algunos de ellos reducen el metabolismo?. Los edulcorantes acaléricos en las
bebidas carbonatadas presentes en nuestro estudio, es el aspartamo y el acesulfamo K; el
primero de ellos esta formado por dos amino&cidos: el acido aspartico y la fenilalanina,
y es desdoblado por el organismo en sus componentes: acido aspartico, fenilamina y
metanol. Por otro lado; el acesulfamo-K, se trata de un edulcorante no calorico sintético;
siendo empleado frecuentemente en combinacion con otros edulcorantes para
intensificar su grado de dulzor y disminuir su sabor amargo®*.

Esta investigacion tuvo como proposito, evaluar el efecto in vitro del crecimiento del
Streptococcus mutans ATCC 25175 frente a las diferentes bebidas carbonatadas con
edulcorantes caloricos y acaloricos, y asi mismo el estimular la CMI; a través de
lecturas espectrofotométricas a las 24 horas y 48 horas.

Con respecto al ensayo de las bebidas carbonatadas de la marca Coca Cola e Inca Kola,
mostraron que existe una diferencia muy marcada en el crecimiento in vitro de
Streptococcus mutans ATCC 25175, para sus dos presentaciones, con edulcorante
caldrico (original), y con edulcorantes acaloricos (zero).

La formulacion de ambas bebidas carbonatadas (original) segun el anexo 3, se tiene
como principal edulcorante caldrico a la sacarosa, la cual podria estar asociado con los
resultados obtenidos en los ensayos, donde existi6 un mayor crecimiento de
Streptococcus mutans ATCC 25175.

El grafico N°1 de Coca Cola (original), se observa que para las concentraciones del

100% y 50%, el crecimiento del Streptococcus mutans ATCC 25175 se encuentra por
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debajo del control positivo; el cual carece de producto alguno, se estima que la CMI esta
muy proxima al 50%. Estas dos concentraciones son las dos Unicas que presentaron un
crecimiento pobre, debido probablemente a la alteracion de la presion osmética, ya que
la alta concentracion del soluto en el medio (sacarosa), genera un medio hipertonico,
entonces por O6smosis, se estaria produciendo la salida del agua del interior del
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Sin embargo; a medida que las concentraciones disminuyen se observa que hay un
incremento por encima del control positivo de forma progresiva de la curva del
crecimiento. En la misma grafica se percibe que a partir del 25%, quizas debido, a que a
partir de esta concentracion y concentraciones inferiores, el Streptococcus mutans
ATCC 25175, podria estar aprovechando la fuente de carbono de la bebida carbonatada
con edulcorante caldrico, que en este caso seria el azucar.

Con respecto en la presentacion (original) de bebida carbonatada Inca Kola, los datos
obtenidos fueron similares a los de Coca Cola (original); pero en este caso, la CMI fue
cercana a una concentracion del 25%. Estos ensayos también mostraron un crecimiento
de forma ascendente, el pico mas alto de crecimiento fue hallada en la concentracion del
1.56%. También se observé que en la concentracion de 100%, 50% y 25% del producto,
el crecimiento del Streptococcus mutans ATCC 25175, fue menor probablemente por un
efecto inhibitorio de la alta concentracion de sacarosa.

Por otro lado; como lo habiamos sefialado, las bebidas carbonatadas acaloricos tienen
como edulcorantes ya antes mencionados, al aspartamo y acesulfamo K (anexo 4). Con
respecto a los resultados presentados para las presentaciones (zero) de ambas bebidas,
Coca Cola (grafico2) e Inca Kola (graficod4) respectivamente, se muestra que el
crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175, estuvo por debajo del control

positivo en todas las concentraciones ensayadas, esto podria ser consecuencia de que el
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aspartamo estad compuesta por dos aminoacidos: el acido aspartico y la fenilamina, que
al descomponerse puede dar como residuo un alcohol, el metanol; el cual puede actuar
sobre las membranas bioldgicas fundamentalmente de 3 formas: i) alterando la fluidez
de las membranas, lo que indirectamente afectaria el funcionamiento de las proteinas
como enzimas, Yy canales de transporte; ii) produciendo una deshidratacion a nivel de las
membranas; iii) interactuando directamente con las proteinas de la membrana®. Por otra
parte; para poder desempefar los procesos metabolicos, las bacterias, como todos los
seres vivos deben producir y almacenar energia para luego poder reutilizarla; sin
embargo, los edulcorantes acaloricos poseen poder endulzante pero con escaso aporte
calorico, por lo que puede afectar notoriamente en el crecimiento; en las
concentraciones ensayadas no se detecto la CMI.

Con respecto, al crecimiento del Streptococcus mutans expuesto a edulcorantes
acaloricos, se encontrd una investigacion in vitro, que reporta resultados diferentes a los
obtenidos en nuestro trabajo. Pérez R y Carrasco M (2006), quienes observaron el
crecimiento in vitro de Streptococcus mutans y Lactobacillus acidophilus en soluciones
con xilitol, aspartamo, sucralosa y sacarina sodica, y lo compararon frente a dos
controles, uno sin edulcorante y otro con sacarosa. Este mismo estudio indica al xilitol y
sacarina sodica, como los mas efectivos para la reduccion en el crecimiento in vitro de
Streptococcus mutans y Lactobacillus acidiphilus, mientras que para el aspartamo y
sucralosa, concluyen que estos aditivos estimulan al crecimiento®.

No obstante; el aspartamo ha demostrado tener efecto en la disminucion del crecimiento
del Streptococcus mutans; asi lo demuestra Das S y col (1991), quienes evaluaron al
aspartamo Y la caries dental en ratas; quienes lo ensayaron formulando dietas sobre ratas
(50% de sacarosa, 30% de sacarosa, 30% de sacarosa+ 0.15% de aspartamo, 15% de

sacarosa+ 0.15% de aspartamo, y solo aspartamo sin adicion). Estos resultados
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demostraron que el recuento de Streptococcus mutans fueron altos en las ratas que
recibieron la dieta de sacarosa sola; mientras los que recibieron la dieta de sacarosa mas
aspartamo, el recuento de Streptococcus mutans fue pobre. Por otro lado, en ratas que
recibieron la dieta sola de aspartamo, no hubo presencia de Streptococcus mutans?,

En esta investigacion se comprob6 que las bebidas carbonatadas con edulcorantes
acaldricos, el aspartamo y el acesulfamo K, disminuyen el crecimiento in vitro del
Streptococcus mutans ATCC 25175 en comparacion de las bebidas que contienen la

sacarosa como edulcorante caldrico.
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5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

5.6

V. CONCLUSION

La bebida carbonatada con edulcorantes cal6ricos, Coca Cola (original),
estimula al crecimiento in vitro del Streptococcus mutans ATCC 25175 a partir
del 25%.

La bebida carbonatada con edulcorantes caldricos, Inca Kola (original), estimula
al crecimiento in vitro del Streptococcus mutans ATCC 25175 a partir del
12.50%.

Las concentraciones de 100% y 50% de la bebida carbonatada con edulcorantes
caloricos, Coca Cola (original), mermaron el crecimiento in vitro del
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Las concentraciones de 100%, 50% y 25% de la bebida carbonatada con
edulcorantes caloricos, Inca Kola (original), mermaron el crecimiento in vitro
del Streptococcus mutans ATCC 25175.

Solo en las bebidas carbonatadas con edulcorantes caldricos se lograron hallar la
CMI, siendo el 50% para la Coca Cola (original), y el 25% para la Inca Kola
(original).

Las bebidas carbonatadas Coca Cola e Inca Kola en la presentacion (zero),
inhibieron el crecimiento in vitro del Streptococcus mutans ATCC 25175 en

todas las concentraciones trabajadas.

45



6.1

6.2

6.3

VI. RECOMENDACIONES
Trabajar con otras concentraciones para evaluar el efecto que existe sobre el
Streptococcus mutans.
Realizar estudios donde se evalle el efecto de las bebidas carbonatadas sobre
otro tipo de bacterias asociadas a la caries dental.

Realizar estudios con otro tipo de bebidas de consumo comun frente a bacterias

asociadas a la caries dental.
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ANEXO N°1

PROTOCOLO ESTABLECIDO DE MACRODILUCIONES DEL LABORATORIO DE
INVESTIGACION DE MICROBIOLOGIA MOLECULAR Y BIOTECNOLOGIA DEL

DEPARTAMENTO ACADEMICO DE CIENCIAS DE LA UNIVERSIDAD PRIVADA
ANTENOR ORREGO.

ENSAYO DE MACRODILUCION EN TUBO

DILUCIONES
Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo
Control | Control 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
H20d 10 ml - S5ml{5ml|5ml|5ml|{5ml|{5ml|5ml|{5ml|{5ml|5ml|5ml | 5ml
Pdto."X" - 5ml 5ml
5ml{5ml|{5ml|5ml|5ml|[5ml|5ml|5ml 5ml | 5ml
5ml de de de de de de de de de 5ml de de
Agitar+Adicionar anterior T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 |deT9| T10 | T11
CONTROL
Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo
Control | Control 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
LB 2x 2ml 4 ml 2ml | 2ml{2ml | 2ml [ 2ml | 2ml|{2ml|2ml|2ml| 2ml | 2ml | 2ml
Diluciones 2ml — 2ml | 2ml{2ml | 2ml [ 2ml | 2ml|{2ml|2ml|2ml| 2ml | 2ml | 2ml
100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
Cepa - - pl pl ul ul ul ul ul ul ul pul 1200 ul | 100 pl
LecturaDO 550 | v VI N[ NN N NN AN A v v
ENSAYO

Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo

Tubo | Tubo | Tubo
Control | Control 1 2 3 4

5 6 7 8 9 10 11 12

LB 2x 4 ml 2ml 2ml | 2ml{2ml|2ml [ 2ml|2ml|{2ml|2ml|2ml| 2ml | 2ml | 2ml
2 ml
Diluciones — H20d [2ml|2ml | 2ml|2ml|2ml|2ml|2ml|2ml|2ml | 2ml | 2ml | 2ml
100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

Cepa 100 pul ul ul ul ul ul ul ul ul ul pul 1200 pl | 100 pl

24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24

Incubar 24 hrs. hrs. | hrs. | hrs. | hrs. | hrs. | hrs. | hrs. | hrs. | hrs. hrs. hrs. hrs.

LecturaDO550 | VI NI NN NI NN NN NN
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ANEXO N°2

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Efecto in vitro de bebidas carbonatadas con edulcorantes caléricos y acaléricos sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175

Bebida Carbonatada Coca Cola Original

DO 550nm
. Ensayol Ensayo2 Ensayo3 Ensayod
Concentraciones T T T T T . T T
t Ohrs|24hrs |48hrs |t Ohrs |24hrs |48hrs |t Ohrs|24hrs (48hrs |t Ohrs|24hrs |48hrs
BHI2x + Px €110,390/0,397/0,41210,390(0,397{0,412(0,390/0,397{0,412|0,390{0,397|0,412
BHI2x + H,0D €2(0,031{0,022|0,034(0,031]0,022|0,034]0,031{0,022|0,034/0,031{0,022 {0,034

BHI2x + H,0D+50 ul S.M |c3{0,035(0,390|0,420| 0,035{0,390{0,420{0,035|0,390|0,420{0,035{0,390| 0,420

BHI2x + D.100% + 50 Wl S.MT10,355]0,524|0,536 0,384 0,527{0,529]0,370|0,526{0,533|0,369| 0,526 | 0,533

BHI2x + D.50% + 50 W S.M {72 |0,183|0,435/0,442|0,215|0,402|0,466]0,199]0,419]0,454|0,199/0,419{ 0,454

BHI2x + D.25% + 50 Yl S.M [13]0,092|0,378|0,384| 0,1370,412|0,446]0,115|0,395(0,415/0,115| 0,395/ 0,415

BHI2x + D.12.5% + 50 Wl S.MT4 |0,057|0,386/0,375/ 0,082|0,3550,411]0,070]0,371]0,393]0,070/ 0,371{ 0,393

BHI2x + D.6.25% + 50 pl S.MT1]0,035]0,402|0,397{0,0601{0,333|0,344|0,048)0,368{0,371/0,048{ 0,368 | 0,371

BHI2x + D.3.12% + 50 Wl S.M72 |0,026|0,420]0,408] 0,057{0,363]0,374]0,042]0,392{0,391/0,042 0,392| 0,391

BHI2x + D.1.56%+ 50 Yl S.MT3|0,019]0,415/0,427| 0,048 0,395|0,398]0,034|0,405(0,413|0,034| 0,405| 0,413

BHI2x + D.0.78% + 50 pl S.MT40,024]0,424/0,451]0,040{0,392|0,391{0,0320,408{0,421/0,032{ 0,408 | 0,421
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FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Efecto in vitro de bebidas carbonatadas con edulcorantes caléricos y acaléricos sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175

Bebida Carbonatada Coca Cola Zero

DO 550nm
Concentraciones Ensayol Ensayo2 Ensayo3 Ensayo4
t t t t t t t t
t Ohrs [24hrs (48hrs |t Ohrs |24hrs |48hrs |t Ohrs |24hrs (48hrs |t Ohrs |24hrs |48hrs
BHI2x + Px C110,35910,370 0,378 | 0,360 | 0,370 | 0,380 | 0,360 | 0,370 {0,379 | 0,360 | 0,370 | 0,379
BHI2x + H,0D €2 [0,014{0,020 | 0,015 0,020 | 0,020 | 0,020 | 0,017 | 0,020 | 0,018 | 0,017 | 0,020 | 0,018

BHI2x + H,0D+50 pl SM |3 0,020 | 0,421 | 0,466 | 0,020 | 0,430 | 0470 | 0,020 | 0,426 | 0,468 | 0,020 | 0,426 | 0,468

BHI2x + D.100% + 50 l S.M [T1 | 0,363 | 0,540 | 0,566 | 0370 | 0540 | 0,570 | 0367 | 0,540 | 0568 | 0,367 | 0,540 | 0,568
BHI2x+D.50% +50 ISM  |T2/| 0,191 | 0448 | 0474 | 0,200 | 0450 | 0,480 | 0,196 | 0,449 | 0,477 | 0,196 | 0,449 | 0477
BHI2x+D.25% +50 W S.M (T3 | 0,104 | 0,445 | 0468 | 0,110 | 0450 | 0,470 | 0,107 | 0,448 | 0469 | 0,107 | 0448 | 0,469
BHI2x + D.12.5% +50 W S.M |T4 | 0,062 | 0445 | 0463 | 0,070 | 0450 | 0,470 | 0,066 | 0,448 | 0,467 | 0,066 | 0,448 | 0467
BHI2x + D.6.25% + 50 pl S.M [T1 | 0,039 | 0,427 | 0435 | 0,040 | 0430 | 0,440 | 0,040 | 0,429 | 0438 | 0,040 | 0429 | 0,438
BHI2x +D.3.12% +50 W SM |T2 | 0,032 0436 | 0421 | 0,040 | 0440 | 0,430 | 0,036 | 0438 | 0,426 | 0,036 | 0,438 | 0426
BHI2x + D.1.56%+ 50 l S.M (T3 | 0,024 | 0,437 | 0,420 | 0,030 | 0440 | 0,420 | 0,027 | 0,439 | 0420 | 0,027 | 0439 | 0,420
BHI2x + D.0.78% +50 W S.M |T4 | 0,020 | 0442 | 0444 | 0,020 | 0450 | 0,450 | 0,020 | 0,446 | 0,447 | 0,020 | 0,446 | 0447
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FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Efecto in vitro de bebidas carbonatadas con edulcorantes caléricos y acaléricos sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175

Bebida Carbonatada Inca Kola Original

Concentraciones

DO 550nm

Ensayol

Ensayo2

Ensayo3

Ensayod

t Ohrs

t
24hrs

t
48hrs

t Ohrs

t
24hrs

t
48hrs

t Ohrs

t
24hrs

t
48hrs

t Ohrs

t t
24hrs |48hrs

BHI2x + Px

0,003

0,018

0,019

0,004

0,015

0,017

0,004

0,017

0,018

0,004

0,017 10,018

BHI2x + H,0D

0,012

0,022

0,023

0,015

0,025

0,028

0,014

0,024

0,026

0,014

0,024 10,026

BHI2x + H,0D+50 ul S.M

0,019

0,236

0,265

0,021

0,258

0,294

0,020

0,247

0,280

0,020

0,247 10,280

BHI2x + D.100% + 50 W S.M

0,014

0,054

0,085

0,010

0,080

0,089

0,012

0,067

0,087

0,012

0,067 | 0,087

BHI2x + D.50% + 50  S.M

0,009

0114

0,155

0,012

0119

0,156

0,011

0117

0,156

0,011

0117 | 0,156

BHI2x + D.25% + 50 IS.M

0,015

0,160

0198

0,012

0170

0178

0,014

0,165

0,188

0,014

0165 | 0,188

BHI2x + D.12.5% + 50 IS.M

0,018

0,270

0217

0,018

0220

0,230

0,018

0,245

0,254

0,018

0245 | 0,254

BHI2x + D.6.25% + 50 j SM

0,022

0375

0,402

0,022

0,265

0,263

0,022

0,320

0333

0,022

0320 | 0333

BHI2x +D.3.12% + 50 IS.M

0,019

0,444

0458

0,019

0373

0378

0,019

0,409

0418

0,019

0400 | 0418

BHI2x + D.L56%+ 50 j SM

0,022

0476

0,49

0,020

0462

0477

0,021

0,469

0,484

0,021

0469 | 0484

BHI2x + D.0.78% + 50 j SM

0,022

0,402

0424

0,024

0411

0412

0,023

0,407

0418

0,023

0407 | 0418
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FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Efecto in vitro de bebidas carbonatadas con edulcorantes caléricos y acaléricos sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175

Bebida Carbonatada Inca Kola Zero

DO 550nm
. Ensayol Ensayo2 Ensayo3 Ensayod
ncentracion
Concentraciones " . . " " " . "
t Ohrs |24hrs [48hrs [t Ohrs |24hrs |48hrs [t Ohrs [24hrs [48hrs |t Ohrs |24hrs |48hrs
BHI2x + Px C110,001{0,0140,015{0,001 | 0,011 | 0,014 0,001 | 0,013 {0,015 | 0,001 | 0,013 | 0,015
BHI2x + H,OD C210,013{0,019 0,020 { 0,011 | 0,019 | 0,022 | 0,012 | 0,019 {0,021 | 0,012 | 0,019 | 0,021

BHI2x + H,OD+50 ul SM (30,017 {0,308 [ 0,313 | 0,016 | 0,315 | 0,324 | 0,017 | 0,312 [0,319{ 0,017 | 0,312 | 0,319
BHI2x + D.100% + 50 Wl S.M [T1 | 0,007 | 0,047 | 0070 | 0,006 | 0,064 | 0,076 | 0,007 | 0,056 | 0,073 | 0,007 | 0,056 | 0,073
BHI2x + D.50% +50 Wl M [T2 | 0,011 | 0170 | 0,189 | 0,008 | 0,167 | 0,178 | 0,010 | 0,169 | 0,184 | 0,010 | 0,169 | 0,184
BHI2x + D.25% + 50 yl M [T3 | 0,016 | 0246 | 0,260 | 0,017 | 0,250 | 0,268 | 0,017 | 0,248 | 0,264 | 0,017 | 0,248 | 0,264
BHI2x + D.12.5% + 50 |l S.M [T4 | 0,019 | 0264 | 0272 | 0,019 | 0282 | 0,301 | 0,019 | 0273 | 0,287 | 0,019 | 0,273 | 0,287
BHI2x + D.6.25% + 50 | S.M [T1 | 0,018 | 0292 | 0304 | 0,019 | 0,299 | 0,304 | 0,019 | 0,296 | 0,304 | 0,019 | 0,296 | 0,304
BHI2x + D.3.12% + 50 Wl S.M |12 | 0,024 | 0310 | 0,315 | 0,017 | 0316 | 0,329 | 0,021 | 0313 | 0,322 | 0,021 | 0313 | 0322
BHI2x + D.1.56%+ 50 I S.M [T3 | 0,026 | 0330 | 0341 | 0,026 | 0329 | 0,333 | 0,026 | 0,330 | 0,337 | 0,026 | 0,330 | 0,337
BHI2x + D.0.78% + 50 1 S.M [T4 | 0,021 | 0355 | 0364 | 0,021 | 0371 | 0,397 | 0,021 | 0,363 | 0,381 | 0,021 | 0,363 | 0,381
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ANEXO N°3

EDULCORANTE CALORICOS

COCA-COLA® ORIGINAL

INFORMACION NUTRICIONAL DE LA BEBIDAS CARBONATADAS CON

Guia diaria
de alimentacion (GDA)

Este envase tiene aprox. 3 porciones de 200ml.
Cada porcion de 1vaso (200 ml) contiene:

2 Azucares ~ Grasas Grasas .
Calgg'as totales = Totales  saturadas Sg‘:f
2169 0.0g 0.0g 9

4% 24% 0% 0% 1%

Conoce mas sobre GDA

Ingredientes

Informacion Nutricional

100 ml |1 vaso (200)ml
Energia 44 kcal 88 Kcal
Proteinas Og Og
Grasa Total Og Og
H. de C. Disp Ng 2249
Azucares totales 108 g 2169
Sodio =10 mg =20 mg

Agua carbonatada, azucar, color caramelo, acido fosforico, saborizantes naturales y cafeina.

INCA® Kola

Guia diaria
de alimentacién (GDA)

Este envase tiene aprox. 3 porciones de 200ml.
Cada porcion de 1 vaso (200 ml) contiene:

. Azlcares = Grasas Grasas .
Cag’o"'as totales | Totales | saturadas ;g‘:’r'lo
19.6 g 00g 0.0g 9

4% 22% 0% 0% 1%

% el Valor Diario de Referencia para un aoulto en base 2 2000 keal.

Conoce mas sobre GDA

Ingredientes

Informacién Nutricional

100 mil |1 vaso (200)ml
Energia 40 kcal 80 kcal
Proteinas Og Og
Grasa Total Og Og
H. de C. Disp. 10g 209
Azucares totales 98g 196g
Sodio =10 mg =20 mg

Agua carbonatada, azucar, acido citrico, benzoato de sodio, cafeina, saborizantes naturales y artificiales y

TARTRAZINA

56



ANEXO N°4

INFORMACION NUTRICIONAL DE LAS BEBIDAS CARBONATADAS CON
EDULCORANTES ACALORICOS

COCA-COLA ZERO®

Guia diaria

de alimentacién (GDA) Informacion Nutricional
Este envase tiene aprox. 3 porciones de 200ml.
Cada porcion de 1vaso (200 ml) contiene: 100 ml (1 vaso (200ym|
Calorias | Azicares < Grasas . ~ Grasas codio Energia 0.2 keal 0.4 kea
o totales Totales  saturadas 35 mg Proteinas 0g 0o
009 00g 00g
0% 0% 0% 0% 1% Grasa Total og Og
% dsl Valor Diario d Referencia para un aculto en base a 2000 kea! H.de C. Disp Og Og
Azucares totales og og
G C bre GDA
onotemessobe Sedio =18 mg =35mg
Edulcorantes
mg e!\‘ bebidal DA
Dosis inal mg/kg masa
edlulcorante 100 9719
lPorcién| corporal
ml
Aspartamo 24 48 40
Acesulfamo de 16 32 15

potasio

Ingredientes

Agua carbonatada, color caramelo, acide fosforico, aspartamo, saborizantes naturales, benzoato de sodio,
acesulfamo de potasio, citrato de sodio, cafeina, dcido citrico
Fenilcetonuricos: contiene fenilalanina.

INCA® Kola Zero

Guia diaria

de alimentacion (GDA) Informacién Nutricional
Este envase tiene aprox. 3 porciones de 200ml.
Cada porcion de 1 vaso (200 ml) contiene: 100 ml (1 vaso (200)m|
Calorias | Azlcares ~Grasas . < Grasas oo Energia 0.5 keal 1keal
1 totales Totales  saturadas 5 mg Proteinas 0g 0g
0049 00g 00g
0% 0% 0% 0% 1% Grasa Total 0g Og
% el Valor Diario g8 Referencia para un aaulto en base a 2000 keal H de C. Disp 09 Og
Azucares totales Og Og
c ! bre GDA
Srecemes soRre Sodio 18 mg 35 mg

Edulcorantes

Mg en bebida)

¢ DA
bosis nal mg/kg masa
edulcorante 100 ok
Porcion| corporal
ml
Aspartamo 22 a4 40
Acesulfame de | 15 30 15

potasio

Ingredientes

Agua carbonatada, acido citrico, benzoato de sodio, ASPARTAMO, ACESULFAMO DE POTASIO, cafeina,
saborizantes naturales y artificiales y TARTRAZINA.
Fenilcetonuricos: contiene fenilalanina.
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ANEXO N°5

VIAL CRIOGENICO
DE STREPTOCOCCUS
MUTANS ATCC 25175

VIAL CRIOGENICO Y PLACAS PETRI CON AGAR
NUTRITIVO
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METODO DE SIEMBRA EN ESTRIAS DE STREPTOCOCCUS
MUTANS ATCC 25175

DESECACION CON LA CAMPANA PARA ANAEROBIOSIS
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COMPROBACION FENOTIPICA CON
TINCION GRAM DEL STREPTOCOCCUS
MUTANS ATCC 25175

OVERNIGHT DE CALDO BHI CON STREPTOCOCCUS
MUTANS ATCC 25175
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PREPARACION DEL CALDO BHI Y
AGAR MULLER HINTON

BEBIDAS CARBONATADAS PARA EL ENSAYO

61




DILUCIONES DE LA BEBIDA CARBONATADA

TUBOS DE ENSAYO CON 1mL DE CALDO BHI, 1ImL DE LA
DILUCION DE LA BEBIDA CARBONATADA Y 50uL DEL
OVERNIGHT CON STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC 25175
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RS SR BRI TERRe R A

LECTURA DE LOS TUBOS DE ENSAYO EN
EL ESPECTOFOTOMETRO
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