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RESUMEN

Es conocido que el consumo excesivo de azucares conlleva al desarrollo de
caries dental, obesidad, entre otras enfermedades. En el presente estudio se
evalud la actividad antibacteriana de mora, taxo y mortino en concentraciones
de 1, 2, 3% frente a Streptococcus mutans (uno de los microorganismos
responsables del desarrollo de caries dental) empleando el método de disco-
difusion en agar. El efecto de la adicidon de fruta a leche entera que proporciona
el Programa de Alimentaciéon Escolar se evalué mediante analisis sensorial
con la adicion de taxo y mortifio al 1%. Los resultados mostraron que extractos
de mora, mortifo y taxo presentaron un halo de inhibicion promedio a las 24
horas de 1.34, 142, y 1.57 cm y a las 48 horas 1.31, 140, 1.46 cm
respectivamente. Las tres frutas mostraron diferencia significativa (p<0.05)
frente al control donde no hubo inhibicion, siendo mortino y taxo
estadisticamente iguales y diferentes de mora. Los extractos con
concentraciones diferentes mostraron que la concentracion de 3% presento un
mayor de halo inhibicidbn con respecto a 1 y 2%, siendo estas dos ultimas
estadisticamente iguales. Los resultados obtenidos en el analisis sensorial
mostraron que existio diferencia estadistica entre la muestra de mortifo, taxo y
leche. La muestra de mayor aceptacion fue mortino con una calificacion de me
gusta mucho en una escala hedonica de 5 puntos, concluyendo que es la fruta
recomendada para utilizar como saborizante en leche, sabiendo ademas que

tendra mayor inhibicion frente al S. mutans.

Palabras Claves: Inhibicion, Streptococcus mutans, actividad antibacteriana.
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SUMARY

It is known that excessive consumption of sugars leads to the development of
dental caries, obesity, among other diseases. The present study evaluated the
antibacterial activity of blackberry, taxo and mortiiio in concentrations of 1, 2,
3% against Streptococcus mutans (one of the microorganisms responsible for
the development of dental caries) using the disk-diffusion method in agar. The
effect of adding fruit to whole milk provided by the School Feeding Program was
evaluated by sensory analysis with the addition of taxo and mortifio to 1%. The
results showed that blackberry, mortino and taxo extracts presented an average
inhibition halo at 24 hours of 1.34, 1.42, and 1.57 cm and at 48 hours 1.31,
1.40, 1.46 cm respectively. The three fruits showed significant difference (P
<0.05) compared to the control where there was no inhibition, being mortifio
and taxo statistically equal and different from blackberry. Extracts with different
concentrations showed that the 3% concentration had a greater halo inhibition
with respect to 1 and 2%, the latter two being statistically equal. The results
obtained in the sensorial analysis showed that there was no statistical
difference between the mortifio and milk samples, but with respect to taxo. The
most accepted sample was Mortifio with a rating of | like very much in a hedonic
scale of 5 points, concluding that it is the recommended fruit to use as a
flavoring in milk, knowing also that it will have greater inhibition against S.

mutans.

Keywords: Inhibition, Streptococcus mutans, antibacterial activity.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

El Ecuador es uno de los principales paises productores de cultivos ancestrales
andinos, diversidad de productos autéctonos en el mercado nacional es cada
vez mayor, introduciéndose diariamente nuevos frutos de la region andina y

amazobnica, cuyas propiedades no estan aun totalmente determinadas.

Una dieta rica en frutas y verduras se asocia con un menor riesgo de
desarrollar enfermedades cronicas e infecciosas. Estas frutas contienen fibra
dietética insoluble, vitamina C, E, folato, carotenoides, selenio y compuestos
fendlicos (Szajdek & Borowska, 2008) (Abdel-Aal & Akhtar, 2006), que

participan en la prevencion de enfermedades degenerativas.

Los fenoles son parte de nuestra dieta porque se encuentran ampliamente
distribuidos en las frutas y vegetales (Lopez, 2008), poseen gran capacidad
para captar radicales libres causantes del estrés oxidativo, atribuyéndoseles a
su vez un efecto beneficioso en la prevencion de enfermedades de caracter

cronico.

La dieta no solo es importante para la salud en general sino también para la
salud oral. Preexiste una estrecha relacion entre la caries dental y la dieta. El
consumo de azucares simples o carbohidratos refinos, especialmente, la
sacarosa o azucar comun, considerado el mas cariogénico, no sélo porque su
metabolismo produce acidos, sino porque el S. mutans lo utiliza para producir
glucano, polisacarido extracelular, que le permite a la bacteria adherirse

firmemente al diente, desarrollando la cavidad bucal. (Nufiez & Garcia, 2010)

Esto es aplicable a cualquier etapa de la vida, en el caso de los nifos, por
ejemplo, la adquisicidon de unos habitos alimentarios es fundamental para
prevenir la aparicion de caries entre otras cosas. En Ecuador niflos escolares
consumen leche edulcoradas con azucar que segun estudios esta influyen en

la enfermedad cariogénica.



El presente estudio tiene por objetivo estudiar el poder de inhibicidn, a través
de analisis microbiolégico, de tres tipos de frutas como mora (Rubus ulmifolius),
taxo (Passiflora mollissima) o mortifo (Vaccinium floribundum), frente al
Streptococcus mutans, bacteria causantes de las caries dentales, enfermedad
que afecta a la mayoria de la poblacién en el Ecuador. Paralelamente se
pretende utilizar extractos de las tres frutas como saborizantes en leche del
PAE.



1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La caries dental es uno de los padecimientos de salud mas habituales en todo
el mundo. Escribano y Matesanz (2005), Afirman que, de las enfermedades
infecciosas unas de las principales que afectan a los seres humanos son las
caries dentales. A pesar de que la reduccién de la incidencia y prevalencia de
la caries dental en muchos paises se relaciona en gran medida con el uso
sistematico del fluor en las pastas dentifricas y la mejora de la higiene dental,
se debe tener presente la importancia de los habitos alimentarios en la

prevencion primaria y secundaria de la caries dental.

Aguilera (2011), afirma, que la enfermedad cariogénica es producida por
bacterias determinadas, estipulando asi dentro de los principales causantes al
Streptococcus mutans, que produce acidos aprovechando la presencia de

carbohidratos para producir una desmineralizacion del esmalte.

La caries dental aun es considerada como un problema de salud publica en

muchas partes del mundo, incluyendo Ecuador.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (2004), la poblacion mas propensa
a sufrir problemas son los nifios de edad escolar, entre el 60% y el 90% de este
grupo se ven afectados. Los indices de CPOD (promedio de piezas definitivas
cariadas, pérdidas u obturadas) en Ecuador a la edad de entre 6 y 7 anos
muestran un CPOD de 0,22, y pasa a 2,95 a la edad de 12 afios y a 4,64
(CPOD) a la edad de 15 afios (Raza, et al 2010), Esto define un nivel severo de
acuerdo con lo establecido por la OMS, que reporta valores de CPOD para 12
afnos tal como sigue: 0,0-1,1 muy bajo; 1,2-2,6 bajo; 2,7-4,4 Moderado; 4,5-6,5
Alto; +6,6 Muy alto. (Gonzalez S, Gonzalez N, & Gonzalez N, 2013)

El indice CPOD a los 12 anos es el usado para comparar el estado de salud
bucal de los paises, La edad de los 12 afnos es la elegida como referencia a
nivel mundial para conocer y comparar la prevalencia de caries, edad en la que
el recambio de la denticion temporal por la definitiva se ha realizado. De

manera que el CPO-D para este grupo se considera como el indicador
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epidemiologico que refleja mejor el estado de la salud bucal de la poblacion

infantil y adolescente. (Sanchez, Villagran, & Vanegas, 2002)

Nuestra dieta desempena un papel fundamental en el desarrollo de la caries
dental. Muchos estudios epidemioldgicos correlacionan el consumo de azucar
con la prevalencia de caries y en los que se demuestra una clara asociacion
entre frecuencia de consumo, la ingesta entre comidas y el desarrollo de caries
dental. Por otra parte, varias caracteristicas de los alimentos pueden influir en
el potencial cariogénico de estos, como por ejemplo concentracién de
sacarosa, consistencia, aclaracion oral, combinacion de alimentos, secuencia y

frecuencia de ingestion y pH de los alimentos (Gonzalez et al, 2013).

En consecuencia la caries dental en nifos escolares se debe a una
combinacion de multiples factores, el tipo de alimentos consumidos asi como la
frecuencia de la exposicion de estos alimentos para las bacterias cariogénica, y

los dientes sensibles.

Gonzalez et al. (2013), indica que, el riesgo de desarrollar caries dental es
mayor si los azucares son consumidos muy frecuentemente y estan en una
forma de presentacion tal que el alimento queda en la boca durante periodos
largos. EI consumo frecuente y elevado de bebidas edulcoradas con azucar y
una falta de cepillado dental normal son considerados factores principales en el
desarrollo de caries dental, Son de los mas cariogénicos, alimentos que
contienen entre un 15 y un 20% de azucares, especialmente sacarosa; es el
azucar mas cariogénico, ya que puede formar glucano, una sustancia que
permite una mayor adherencia bacteriana a los dientes y condiciona la difusion

de acido y los buffers en la placa.

1.2. CONTEXTUALIZACION

La caries dental es una enfermedad que afectan a nuestra sociedad en unos
niveles altos, es un problema de salud cronico que comienza frecuentemente

durante la nifez y adolescencia y a menudo tiene secuelas para toda la vida.



1.2.1. Contextualizacion — macro

A nivel mundial esta es una de las enfermedades infecciosas mas frecuentes,
estan relacionadas con el consumo de azucares. Segun la Organizacion
Mundial de la Salud (2004), la poblacidn mas propensa a sufrir problemas son
los nifios de edad escolar, entre el 60% y el 90% de este grupo se ven
afectados. En América latina se observa, desde la década de los setenta, la
ejecucion de programas de prevencion y promocion y salud bucal con el fin de

lograr la disminucion de la enfermedad de caries.

1.2.2. Contextualizacion — meso

Un estudio epidemiolégico nacional de salud bucal en Ecuador durante el afo
2009 presenta que un 14,8% de nifios con problemas de caries presentan dolor
e infeccidn en las piezas dentales, lo que obliga a pensar en una atenciéon de
salud preventiva, de forma estandarizada en la poblacion escolar del pais
(Raza, et al, 2010)

1.2.3. Contextualizacion — micro

Hoy en dia los niflos asisten a muy temprana a edad a centros preescolares, lo
que algunas veces causa desordenes en los habitos alimentarios. La
modificacion de la dieta también puede ser una estrategia efectiva para
prevenir caries como cambiar del azucar natural a edulcorantes artificiales, son
las estrategias que tienen mas probabilidades de ser exitosas. (Cid, Martinez, &
Morales, 2008)

Segun (Lara & San Andres, 2009) estudio realizado en la Escuela Andrés de
Vera de la ciudad de Portoviejo se evidencian problemas que afectan la
integridad de la estructura dentaria, especialmente en los nifios de edad
preescolar. Debido a La gran variedad de alimentos industrializados disponible

en el comercio, ya sean forma de bebidas lacteas y postres son pocos



consistentes y no estimulan la masticacion y la secrecion salival, importante

para la aparicion de caries dental.

1.3. ANALISIS CRITICO

Las caries dentales es un problema de salud publica, afectando en gran
manera a la poblacion infantil, los nifios son los mas vulnerables al desarrollo
de la caries, por diferentes causas, siendo una de las principales el consumo
excesivo de alimentos azucarados. A este respecto, hay suficientes evidencias
que comprueban de que el consumo de los azucares facilitan las condiciones
fisicoquimicas que dafan la superficie de los dientes, en sentido opuesto,
cuando se restringen el consumo de estos hidratos de carbono, alimentos entre
comidas, y las bebidas azucaradas se previene la caries. (Cid, Martinez, &
Morales, 2008)

Teniendo en cuenta que la dieta es una de las pocas variables etiologicas de la
caries dental que podemos modificar, la adecuacidén u orientacion de habitos
alimenticios correctos, representa una contribucién para la salud bucal. Siendo

una alternativa el uso de edulcorantes naturales como remplazo de azucares.

1.4. DELIMITACION DEL PROBLEMA

El presente trabajo de investigacion, se realiz6 dentro de la provincia de
Manabi, se empleé materia prima frutas como mora y taxo adquiridos en el
mercado central de la ciudad de Manta, al igual que mortifo proveniente de la
ciudad de Quito, la parte experimental se desarrollé dentro de las instalaciones
la Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi de la ciudad de Manta, se estudiara
informacion sobre los compuestos fendlicos presentes en las frutas y sus
efectos frente a la inhibicion del streptococcus mutans, Asi mismo se estudiara
el mejor tratamiento para emplear como saborizante para leche en base a los

resultados microbioldgicos.



1.5. OBJETIVOS

1.5.1. OBJETIVO GENERAL

Inhibir el desarrollo de Streptococcus mutans con la adiccidon individual de
mora (Rubus ulmifolius), taxo (Passiflora mollissima) o mortifio (Vaccinium
floribundum), a leche del PAE.

1.5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar mediante analisis microbiolégico la fruta que tiene mayor

poder de inhibir el desarrollo de Streptococcus mutans.

e Determinar mediante analisis microbiolégico la concentracion de fruta

con mayor inhibicidén sobre Streptococcus mutans.

e Efectuar una prueba de aceptacibn a la mezcla fruta-leche

correspondiente al mejor tratamiento del estudio.



1.6. JUSTIFICACION

Los compuestos fendlicos intervienen como antioxidantes naturales en los
alimentos, por lo que la obtencion y preparaciéon de productos con alto
contenido de estos compuestos suponen una reduccion en la utilizacion de
aditivos antioxidantes (Porras & Lopez, 2009). Actualmente hay un interés

creciente en su consumo debido a su capacidad antioxidante.

Vasco (2009), demuestra que frutas cultivadas en el Ecuador poseen un alto
contenido de compuestos fendlicos, tal es el caso de la mora (Rubus
ulmifolius), taxo (Passiflora mollissima) o mortifo (Vaccinium floribundum),
Estas frutas estan disponibles en el mercado ecuatoriano, pero debido a una
falta de conocimiento actual su consumo es relativamente bajo, tanto como
fruta asi como en el desarrollo de productos de valor agregado,

desaprovechando asi sus beneficios medicinales.

Las propiedades antioxidantes de los compuestos fendlicos son el motivo de
sus posibles implicaciones en la salud humana, como son la prevenciéon del
cancer, disminucion en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares o

incluso de enfermedades neurodegenerativas. (Zamora, 2007)

Los compuestos fendlicos son importantes para la fisiologia de las plantas, Su
morfologia (es decir, color y soporte mecanico en el caso de la lignina),
Crecimiento (los acidos fendlicos se han relacionado con la absorcion de
nutrientes, Sintesis, actividad enzimatica, fotosintesis, etc.), reproduccion
(atraccidon de aves e insectos que ayudan con la polinizacién) y en la proteccion
contra el ataque por patdgenos, herbivoros y otros factores de estrés. (Vasco
C., 2009)

Actualmente Ecuador posee un Programa de Alimentaciéon Escolar (PAE), Su
oferta de alimentos es través del desayuno (Galleta Rellena o Tradicional,
Granola y Barra de Cereales) y del refrigerio escolar (Leche UHT sabores o

entera). Refrigerio para la educacion inicial y educacion basica que consiste en



200 ml de leche liquida edulcorada, con sabores artificiales, en envase tetra

brik, lista para el consumo de los escolares. (PAE, 2017)

Estos productos poseen altos contenidos de grasa y azucar, lo que genera
conflicto en relacion a las reglamentaciones estipuladas por el Acuerdo
Interministerial 005/2014, en el que es prohibida la venta de productos que
contengan alto nivel de azucares totales (igual o mayor a 15 gramos en 100
gramos) en los bares escolares; mientras alimentos similares son ofrecidos en

la alimentacion escolar. (Ministerio de Salud Publica, 2015)

La OMS recomienda una ingesta diaria de 50g de azucares en nifos y 259 si
se desea obtener beneficios adicionales. (Organizacion Mundial de la Salud,
2015) En su informacion nutricional la leche brindada por el PAE describe 14g
de azucar por cada 200 g de bebida, (PAE, 2017). De acuerdo a este ultimo
valor no existe problema en el contenido de azucar, sin embargo hay que
considerar el consumo de los demas productos entregados por el PAE en el

desayuno y refrigerio escolar.

El azucar total consumida por un nifio con la alimentacion escolar sera de 24
gramos (Barra de Cereales 2.5g, galletas 7g, leche saborizada 14g),
favoreciendo al desarrollo de caries dentales, tal y como demuestran estudios
en que se presenta la asociacién entre caries y carbohidratos refinados,
especialmente, la sacarosa o azucar comun ya que los azucares consumidos
con la dieta constituyen el sustrato de la microflora bucal y dan inicio al proceso
de cariogénesis sobre todo si estos son consumidos entre comidas. (Duque de
Estrada, Pérez, & Hidalgo, 2006) (Cid et al, 2008).

En base a la informacion previa la presente investigacion plantea la adiccion de
extractos de frutas (mora, taxo y mortifio) en un alimento del PAE para inhibir el

desarrollo de Streptococcus mutans causante de las caries dental



CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1. CULTIVOS ANCESTRALES ANDINOS

Ecuador produce una gran variedad de cultivos hortofruticolas, esto se da
gracias a la posicion geografica en el que se encuentra ubicado y a la
existencia de microclimas que hacen que nuestra produccion sea de excelente
calidad. Existe una amplia gama de deliciosas frutas de origen tropical, sub
tropical y de areas andinas, que estan llegando a los mercados internacionales,
asi mismo existen frutas que no se conocen fuera de los mercados locales, a
pesar de su alto potencial de exportacion, y de las cuales solo se lleva a cabo

un procesamiento limitado para la obtencién de ciertos productos alimenticios.

La agricultura andina tradicional esta guiada por un conocimiento técnico, el
cual se manifiesta en una serie de practicas de la produccién y conservacion
que puede servir de base para el desarrollo de una estrategia agroecologica de
desarrollo en los ambitos econdémico, social, ecoldgico, nutricional y funcional
en nuestro pais y en el resto de paises atravesados por la cordillera de los
Andes. (Peralta, 2006).

Los cultivos andinos son parte de las variedades trabajadas ancestralmente por
las sociedades prehispanicas constituyendo un verdadero repositorio de
material filogenético de importancia unica y trascendental, Al mismo tiempo, se
trata de cultivos de alto valor nutricional, cuyas caracteristicas los hacen
adecuados para los consumos dietéticos. A lo largo de los afos fueron
desplazados por otros cultivos y su propio consumo fue culturalmente
postergado. Hoy son cultivos complementarios en las economias familiares
pobres y generalmente producidas sin insecticidas y fertilizantes quimicos.
(Peralta, 2006)
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3.2.1. MORA (Rubus ulmifolius)

La mora (familia Rosaceae, género Rubus), una fruta originaria de las tierras
altas de América del Sur principalmente en Colombia, Ecuador, Panama,
Guatemala, Honduras, México y Salvador, ha sido -cultivada por los
antepasados durante siglos y usada en costumbres alimenticias y medicinales,
rica en vitaminas y minerales y con un alto contenido de agua, ligeramente
dulce y de muy buen sabor. En la actualidad, su consumo es parte de la cultura
gastrondmica mundial, considerada una fruta muy apetecida tanto en el

mercado nacional como en el internacional. (MAGAP, 2013).

Pequefos porcentajes de mora son consumidas en estado fresco, la mayoria
son utilizadas para la industria, es asi que en la agroindustria de nuestro pais
se ofrecen diferentes opciones como: pulpa, mermeladas, jaleas, vinos y
lacteos (helados, malteadas), la mora también tiene diversos usos en el plano

medicinal. (Lohachoompol, Srzednicki, & Craske, 2004)

Es una fruta muy rica en compuestos fitoquimicos, especialmente en
polifenoles, como acidos fendlicos y flavonoides (Memon et al, 2010) (Sanchez-
Salcedo et al, 2015) al igual que posee un alto contenido de antocianinas y
carotenoides, que son antioxidantes, los cuales neutralizan la accién de los
radicales libres que son nocivos para el organismo, con lo cual se producen

efectos antiinflamatorios y accion antibacteriana. (MAG, 2015)

Estudios realizados con extractos de mora, presentan mayor capacidad
antioxidante que las del BHT y del a-tocoferol, antioxidantes utilizados en las
industrias de alimentos y cosméticos. EI mayor contenido de compuestos
fendlicos, 30 £ 1 mg Acido galico/g, y el mayor valor de capacidad antioxidante,
273 + 6 mmol Trolox/g (Rojas et al, 2014)

Ha sido ultilizada desde la antigiedad en la medicina tradicional china para
tratar la fiebre mejorar la vista fortalecer las articulaciones como diuretico para
proteger el higado vydisminuir la presion sanguinea hipoglucémica,

hipolipidémica y antiaterogénica. Chung, Kim, & Kwon (2013), agregan que la
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ingesta de estas sustancias potencia nuestro sistema inmunoldgico y
contribuye a reducir el riesgo de enfermedades degenerativas,

cardiovasculares e incluso del cancer.

3.2.2. TAXO (Passiflora tarminiana)

Asi mismo otra fruta cultivada en el Ecuador es el taxo, segun INIAO (2008), el
taxo es originario de Sudamérica tipica de las serranias. En Ecuador, el taxo se
cultiva en la serrania, especialmente en Imbabura, Pichincha, Tungurahua,
Chimborazo, Azuay, Canar y Loja, se distinguen dos tipos de taxo: el de castilla
el que posee un color amarillo palido y el amarillo o poro poro. El requerimiento
del cultivo del taxo es tipico del clima frio, prevalece entre los 1800 y

3000msnm, con temperaturas que van desde los 12 a 20°C.

Considerada la “Flor de Quito”, Cultivada en los pueblos indigenas, beben
Infusion de la planta para evitar espontaneos. Las hojas de la planta se usan
también para combatir golpes e hinchazones en la piel. En cambio, los
habitantes de la provincia de Imbabura emplean la flor machacada en infusion
para blanquear la cara y curar el espanto, las cualidades curativas que posee el
taxo, permiten al Ministerio de Cultura y Patrimonio dinamizar y potenciar el

consumo de éste producto nacional.

Es una de las especias de frutas mas importante en el Ecuador por su sabor
agradable y su diversidad de aplicaciones. La fruta es consumida de varias
formas ya que por su exquisito sabor hace que sea muy aceptada en el medio:
jaleas, mermeladas, jugos, helados, lacteos, vinos, entre otros. (Cruz, 2000)

Jimenez (2010), afirma que esta fruta tiene una gran riqueza en minerales
(calcio, fosforo, hierro) y vitaminas (vitaminas A, B1, B2, B3 y C), ademas su
proporcion de azucar es relativamente baja, solo contiene un 6%. El taxo segun
estudios preliminares tiene propiedades como algunos efectos depresores
sobre el sistema nervioso central y podria actuar como sedante, tranquilizante,

calmante y contra el insomnio.
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Vasco C. (2009) expresa resultados del contenido de compuestos fenolicos en
taxo es 1010 mg acido galico/100 g fruta fresca. Asi mismo una capacidad
antioxidante de 102 ymol Trolox / g muestra fruta fresca. El taxo presenta un
contenido de compuestos fendlico total mas bajo pero la actividad antioxidante
mas alta. En su perfil fendlico mostro que tiene grandes cantidades de Flavan-

3-ol y proantocianidinas, es muy rico en acidos dimétricos y trimétricos.

3.2.3. MORTINO (Vaccinium floribundum)

El mortifio, de la familia Ericaceae, llamado también uva de monte, es una fruta
nativa de los paramos ecuatorianos, crece de manera silvestre en los paramos
del norte de la sierra andina, que en un amplio rango altitudinal desde los 1600
hasta los 3800 msnm; se desarrolla en climas templados y frios, con
temperaturas de 8 a 16- C, (Lojan, 2003)

En paramos ecuatorianos es considerada endémica y ha sido utilizada por sus
habitantes desde tiempos inmemoriales principalmente en el Dia de los
Difuntos para la elaboracién de la tradicional colada morada. En la actualidad
aunque es poco comun se lo emplea para consumo fresco asi como en jugos,
mermeladas y dulces. Sus frutos tienen contenidos importantes de azucares,
minerales, antioxidantes, vitaminas del complejo B, C y minerales como

potasio, calcio, y fosforo (Morales, 2011).

En décadas anteriores este producto tenia importancia dentro de la
alimentacion ecuatoriana y era de facil adquisicién en los campos de la Sierra,
pero con el pasar de los afos su consumo ha disminuido y la planta también ha
comenzado a desaparecer, debido al limitado conocimiento acerca de sus

beneficios y la dificultad para su propagacion.

Debido a su gran sabor, propiedades y cualidades nutricionales, estas bayas
son un producto que cada vez es mas consumido el mundo. Al tener un bajo
contenido de calorias es favorable para su uso en dietas y ademas, por la

presencia de compuestos fendlicos y fibra, (Vasco et al, 2009)
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De acuerdo a la clasificacion de frutos ecuatorianos que reporta Vasco C
(2009) en funcion del contenido de compuestos fendlicos al fruto de mortifio se
lo catalogaria como un fruto de alto contenido estos presentado valores de

totales de 18 mg / 100 g fruta fresca.

Asi mismo Vasco C (2009), menciona que este fruto al ser de color negro
evidencia la alta concentracion de antocianidinas como polifenoles, se
caracterizd y se encontr6 que el perfil fendlico era rico en glicdsidos
(flavonoides) de quercetina, Acidos hidroxicinamico y antocianinas. El perfil de
la antocianina solamente Contenia cianidina y glucosidos, que evidencian una

capacidad antioxidante de 48 pmol Trolox/100g de fruta fresca.

Analisis bromatologicos realizados en el Departamento de Nutricion y Calidad
del INIAP y andlisis desarrollados por la FDA se determind que el mortifio por
su alto contenido de vitamina C (106,1mg/100 g) y la presencia de antocianinas
(5%), es un indicador de su funcionalidad como antioxidante celular. Por su
sabor agradable y citrico fue un fruto muy apetecido en la dieta de nuestras
etnias, los registros de etnomedicina resaltan su importancia medicinal por sus
propiedades curativas a nivel del sistema gastrointestinal y sanguineo. (Coba et
al, 2012)

2.1. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Es el mecanismo de accién que poseen las sustancias antioxidantes ante la
presencia de radicales libres y tienen la capacidad de impedir la degradacion
oxidativa (Londofio, 2012)

2.1.1. Antioxidantes:

Son Sustancias quimicas que se encuentran en los alimentos, se caracterizan
por disminuir los efectos contraproducentes de especies reactivas como las del
oxigeno y nitrégeno que se producen en varias sustancias especialmente en

los acidos grasos. Dichos procesos se originan en los alimentos y también en el
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organismo humano, donde se pueden producir alteraciones fisiolégicas. (Leon,
2016)

Estos compuestos que retrasan la oxidacion de otras moléculas mediante la
inhibicion de las reacciones oxidantes en cadena; los antioxidantes naturales
constituyen una amplia gama de sustancias que incluyen los compuestos
fendlicos, nitrogenados y carotenoides, acido ascorbico. Actuan sobre los
radicales libres, en diferentes procesos de la oxidacidon de las células
(Patthamakanokporn et al, 2008)

La principal funcion de los antioxidantes es ayudar a la proteccion del
organismo de los daios causados por las especies reactivas del oxigeno. Las
reacciones de oxidacion pueden producir radicales libres. Los antioxidantes
naturales se encuentran en vegetales y en animales, los cuales han sido
utilizados en la prevencion de ciertas enfermedades como el cancer,
padecimientos del corazén y la degeneracion macular relacionada con la edad.
Demostraciones cientificas explican que estas sustancias sirven de proteccion
a macromoléculas bioldgicas para prevenir el dano oxidativo (Carranco, Calvo,
& Pérez, 2011)

e Los Carotenoides

Son pigmentos organicos que se encuentran ampliamente distribuidos en las
estructuras de plantas, animales, algas, hongos y bacterias; El croméforo es el
responsable de la capacidad de los carotenos de absorber la luz en la region
del visible y por ende conferir a frutos y verduras colores amarillos, anaranjados
y rojizos; la concentracion de carotenos tiende a aumentar en las frutas durante
el proceso de maduracion. (Marquez & Garcia, 2007) (Meléndez-Martinez et al,
2007)

e B-caroteno

Es un pigmento natural liposoluble que se encuentra principalmente en frutas,

cereales, aceites y verduras, es el mas abundante en los alimentos, confiere
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colores naranjas o amarillos y pertenece al grupo de los carotenos (Engel,
2009)

Segun estudios realizados se pudo determinar que el taxo contiene mayor
cantidad de B-caroteno 306 + 282 ug/100g fruta fresca, en comparaciéon con

otras dos familias de Passifloras. (Vasco C. , 2009)

El color se presenta como un factor determinante para la evaluacion
instantanea de los carotenoides, en productos tales como: tomates, zumo de
naranja y albaricoques, convirtiéndose en un instrumento util dentro del control

calidad en la industria alimenticia (Meléndez-Martinez et al, 2007)

e Las Antocianinas

Son pigmentos hidrosolubles que se hallan en las vacuolas de las células
vegetales y que dan el color rojo, purpura o azul a las hojas, flores y frutas con
excepcion de algunos frutos en los cuales su pigmentacion rojiza se debe a
carotenoides (Wong D, 1995)

Constituyen el mayor grupo de compuestos fendlicos presentes en bayas

como: Vaccinium spp, Rubus spp, ribes, rubrum, entre otras (Roldan, 2012)

Las antocianinas presentan una fuente actividad antioxidante que ejerce su
accion contra los radicales libres y también presenta un efecto de inhibicion,

frente a las enzimas oxidativas (Zamora J, 2007)

2.1.2. Radicales libres:

Son atomos o grupos de atomos que tienen un electron desapareado o libre,
por lo que son muy reactivos ya que tienden a captar un electron de moléculas
estables con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica; tienen capacidad
de combinarse con biomoléculas celulares (carbohidratos, lipidos, proteinas,
acidos nucleicos y derivados de cada uno de ellos) provocando un gran dafo

en ellas y membranas celulares. (Avello & Suwalsy, 2006)
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2.2. COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos son moléculas que tienen uno o mas grupos hidroxilo
unidos a un anillo aromatico. Junto con las vitaminas, los compuestos fendlicos
se consideran importantes antioxidantes en la dieta, por ejemplo, se

encuentran presentes en frutas, hortalizas, raices y cereales.

Segun Penarrieta et al, (2014) Miles de compuestos fendlicos se encuentran en
las plantas, y se clasifican en diferentes tipos de grupos funcionales. Los
compuestos fendlicos juegan una serie de funciones metabdlicas en las
plantas, en el crecimiento y reproduccion, y en la proteccion contra patégenos
externos y el estrés, como la radiacion UV y los depredadores. Ellos son
responsables del color y las caracteristicas sensoriales de las plantas y

alimentos, por ejemplo, la astringencia de frutas y hortalizas.

Los compuestos polifendlicos se agrupan de acuerdo a su estructura quimica
en tres grupos principales: acidos fendlicos, polifenoles y flavonoides. Los 12
flavonoides son el grupo mas comun con mas de 4000 compuestos
identificados; estos se dividen en dos grandes grupos: antocianinas y

antoxantinas (Schieber et al, 2001)

La placenta de taxo es rica en polifenoles, tales como: taninos, flavonoides y
acidos fendlicos; estos compuestos tienen actividad antioxidante, cuyo
mecanismo sirve para atrapar los radicales libres provocados principalmente

por el oxigeno (Rojano, Acosta, & Cortes, 2012)

2.3. CARIES DENTALES

Las enfermedades bucales como las caries dentales cuentan con la alta
prevalencia en el mundo entero (afectan del 95% al 99% de la poblacién), lo
que las situa como la principal causa de perdida de dientes. La caries dental es
una patologia de alto costo tanto, para el individuo como para la sociedad.
(Sanchez et al, 2002)
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Las caries dentales por definicion de la OMS (2004), es “un proceso localizado
de origen multifactorial que se inicia después de la erupcidon dentaria,
determinando el reblandecimiento del tejido duro del diente y evoluciona hasta

la formacion de una cavidad”.

Esta enfermedad actua especificamente desmineralizando el esmalte y la
dentina. Este proceso de desmineralizacién es causado por diversos factores
correlacionados. Los principales agentes causantes de la enfermedad son: la
bacteria Streptococcus mutans y la ingesta descontrolada de carbohidratos
refinados, como el azucar y el biofilm dental. (Ministerio de Salud Publica,
2015)

Las caries dental se manifiesta en funcion de la accidon simultanea de tres
factores principales de acuerdo con (Hurtate, 1996) en su investigacion estos
son: microflora, huésped y sustrato (dieta). Al ser la etiologia de la caries de
naturaleza multifactorial, su tratamiento requiere la implementacién de
estrategias tanto de educacion para la higiene bucal, combatir el agente
microbiano, como orientacion nutricional en busca de su disminucién como

enfermedad.

Segun Ketterl (1994) la ingesta elevada de azucares en la dieta, provocara un
excesivo crecimiento bacteriano, asi como, una hiperactividad metabdlica de
dichas bacterias que consecuentemente daran lugar a la desmineralizacion
cariogénica de las piezas dentarias, estos microorganismos pueden crecer en
superficies dentarias, formar acidos y sintetizar polisacaridos a partir de los
azucares, asi como, tolerar elevadas concentraciones de acidos; casi todas las
especies de microorganismos encontrados en la cavidad oral del ser humano

reunen una o mas de estas caracteristicas.

2.3.1. Streptococcus mutans

Es una bacteria Gram positiva, anaerobia facultativa, que se encuentra

normalmente en la cavidad bucal humana, formando parte de la placa
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bacteriana o biofilm dental. Se asocia al inicio y desarrollo de la caries dental.
Es aciddfilo, porque vive en medio con pH bajo; acidogénico, por metabolizar
los azucares a acidos y acidurico, por sintetizar acidos a pesar de encontrarse
en un medio de tales condiciones. Metaboliza la sacarosa para producir
polisacaridos extracelulares (sustancia laxa que facilita su adhesion a las caras
libres de los dientes) e intracelulares (metabolismo energético). (Ministerio de
Salud Publica, 2015)

Entre los factores de patogenicidad presentes en Streptococcus mutans

destacan:

e Poder acidogénico, acidéfilo y acidurico

e Sintesis de polisacaridos extracelulares de tipo glucanos insolubles y
solubles.

e Sintesis de polisacaridos intracelulares.

e Capacidad adhesiva por las proteinas salivales, que posibilitan su adhesion
a superficies duras en ausencia de glucanos, capacidad agregativa y
coagregativa a través de mutanos, glucosiltransferasas y proteinas
receptoras de glucanos.

e Produccién de bacteriocinas con actividad sobre otros microorganismos. La
habilidad del Streptococcus mutans de sintetizar glucanos insolubles a partir
de la sacarosa de la dieta a través de la glucosiltransferasas, facilita la

formacion de la biopelicula dental.

El Streptococcus mutans usa la sacarosa para sintetizar glucanos unidos por
enlaces (insoluble, base de la placa bacteriana) y (solubles, base de azucar
libre para el mantenimiento de los microorganismos que estan en la pelicula), a
través de la accion de tres glucosiltransferasas secretadas que son codificadas
por tres genes. Se cree que el principal papel de estos glucanos es facilitar la
acumulacién de estos microorganismos y establecer una matriz extracelular de
polisacaridos, la cual le da a los microorganismos resistencia contra las fuerzas

mecanicas normales de limpieza. (Castro, 2005)
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De acuerdo a Aguilera (2011) el principal hospedador del S. mutans es la boca
del hombre, puede desarrollarse en temperaturas que van desde 18 a 40 °C.
Coloniza especialmente las superficies duras de la cavidad oral (esmalte o
cemento); se han obtenido también aislamientos a partir de heces humanas. El
S. mutans induce lesiones cariosas tanto de superficies lisas, de fosas y

fisuras, como en zonas interproximales y cemento radicular.

2.3.2. Sustrato Cariogénico

Existe una estrecha relacion entre el consumo de azucar y la formacion de
caries. Ciertas caracteristicas de los alimentos azucarados (consistencia,
textura, adhesion) y las condiciones en las cuales son ingeridos, son mas
importantes como determinantes de su potencial cariogénico que la cantidad de
azucar que ellos contengan. (Duque de Estrada, Pérez, & Hidalgo, 2006). Los
factores que establecen la cariogenicidad potencial de los alimentos

azucarados son:

« La consistencia fisica de la dieta: los alimentos adhesivos son mucho
mas cariogénicos que los no retentivos. Por ejemplo, una bebida azucarada
(tomada rapidamente, no a traguitos) es menos cariogénica que lo que es
una confitura o un dulce, independientemente de la cantidad de azucar que

ellos contengan. (Nufiez & Garcia, 2010)

« Momento de la ingestién: los alimentos azucarados son mas peligrosos si
son consumidos entre comidas que durante ellas (postres, golosinas, etc.)
Esto tiene que ver con los mecanismos de defensa naturales de la boca,
que funcionan al maximo durante las comidas y tienden a eliminar los restos
de alimentos que quedan en ella y a neutralizar los acidos
(capacidad buffer) que puedan haberse formado. Por esta razon, acaso el
peor momento para ingerir un alimento cariogénico sea inmediatamente
antes de ir a acostarse, porque la boca se halla casi en reposo completo

durante el sueio. (Vignarajah, 1997)
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« La frecuencia: tras la ingestion de azucar se produce a los pocos minutos
una reduccién del pH de la placa dental que facilita la desmineralizacién del
diente y favorece la caries, por lo que cuanto mas frecuentes sean, mas

cariogénicos se vuelven (Jensen, 1999).

Dentro de los hidratos de carbono, la sacarosa es el de mayor capacidad
cariogénica. Se plantea que causa aproximadamente 5 veces mas caries que
el almidon y que favorece el desenvolvimiento de caries de superficies lisas. Se
ha planteado que uno de los factores mas importantes en la prevencion de la

caries es hacer una dieta adecuada.

2.4. PROGRAMA DE ALIMENTACION ESCOLAR (PAE),

Desde 1999 el Ministerio de Educacién a través del Programa de Alimentacion
Escolar (PAE) atiende a los nifios y nifias que asisten a establecimientos de
educacion basica fiscales, fiscomisionales, municipales y comunitarios de las

cuatro regiones del pais.

Este tiene como objetivo, contribuir al mejoramiento de la calidad y eficiencia
de la educaciéon basica mediante la entrega de un complemento alimenticio,
principalmente en zonas con mayor incidencia de la pobreza. EI Gobierno del
Ecuador financia totalmente el Programa, ejecutado por el Ministerio de
Educacion, por intermedio del Programa de Alimentacion Escolar. (Schneider &
Krause, 2014)

Los productos alimenticios que ofrece son: barra de cereales, colada de frejol
(harina), colada de quinua (harina), galleta rellena, galleta tradicional, granola,
leche con quinua, leche UHT entera , leche UHT sabores (Instituto De Provision
De Alimentos, 2014).
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2.4.1. Refrigerio Leche Entera UHT

El refrigerio escolar se entrega a escuelas de sectores rurales y urbano-
marginales, el Ministerio de Educacion entrega un refrigerio que consiste en
leche entera y con saborizantes adiciona con vitaminas y minerales en una

presentacion de 200 ml, sus caracteristicas nutricionales son las siguientes:

Tabla 1 Caracteristicas Nutricionales Leche Entera UHT

Leche Entera UHT

Energia 110 kcal
Grasa total 69
Grasa saturada 49

Colesterol 21 mg

Sodio 130 mg
Carbohidratos totales 8¢
Fibra total O0g
Azucares 849
Proteinas 69
Vitamina A 30%
Vitamina D 50%
Acido Folico 50%
Hierro 40%
Calcio 30%
Zinc 25%

Fuente: PAE 2017

2.5. TECNICAS DE LABORATORIO PARA EVALUAR LA
INHIBICION DEL CRECIMIENTO BACTERIANO.

Los agentes antimicrobianos y el tratamiento de las enfermedades infecciosas,
estdan cambiando continuamente, con el avance de la ciencia nuevos agentes
estan siendo producidos y probados constantemente para uso humano, al
mismo tiempo muchas especies bacterianas son cada vez menos sensibles a

dichos agentes.

Los métodos para determinar sensibilidad y resistencia en las bacterias pueden

ser cuantitativos o cualitativos. Los métodos cuantitativos determinan la menor
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concentracion de un antibiético capaz de inhibir visiblemente el crecimiento de
un microorganismo Concentracion Inhibitoria Minima (CIM). Los métodos
cualitativos son aquellos que, empleando la difusion de un antimicrobiano
especifico concentrado en un disco de papel, permiten categorizar a los

microorganismos en sensibles, intermedios o resistentes (Galas et al, 2003)

De acuerdo a Cona (2002) la sensibilidad in vitro de las bacterias a agentes
antimicrobianos expresada como CIM, se puede ensayar mediante varios
métodos. Uno de ellos es la Técnica de Dilucion en Agar, método ampliamente
validado para diferenciar la actividad antibacteriana entre distintos materiales;
Esta técnica se basa en la preparacién de una serie de placas de agar a las
cuales se agrega el antimicrobiano a probar en distintas concentraciones

incluidas en el medio.

Luego cada una de dichas placas se inocula con una suspension estandarizada
del microorganismo en estudio (McFarland 0.5). Las placas se examinan
después de incubar por 18-24 horas a 35°C se observa si hubo crecimiento
bacteriano 0 ausencia de él y se determina la CIM del antimicrobiano frente al
microorganismo ensayado. Este método ha sido descrito por el National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (1997) (Cona, 2002)

El medio de cultivo estandar en las pruebas de sensibilidad antimicrobiana de
difusion o microdilucion en agar es el caldo Cerebro- Corazon (BHI),
especificado en varios procedimientos estandares para la industria alimenticia y
el analisis de aguas. Recomendado por el National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) (1997), para preparar el in6culo para las

pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

El medio de cultivo BHI, se trata de un medio sélido, con pH ligeramente basico
(7,4 +/- 0,2 a 25°C), rico en nutrientes, apto para el cultivo de muchas cepas de
bacterias, hongos o levaduras. Su origen animal a base de corazén y cerebro
de ganado vacuno le provee de nitrégeno, vitaminas, minerales y aminoacidos
que permiten el crecimiento de una gran variedad de microorganismos. (Cona,
2002)
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CAPITULO Il
DISENO METODOLOGICO

3.1. HIPOTESIS

La actividad del Streptococcus mutans es inhibida por la presencia de

compuestos fendlicos provenientes de mora, taxo o mortifio.

3.2. UBICACION DEL PROYECTO

El presente estudio se realizdé entre el primer periodo del afo 2017, en los
laboratorios de la Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi. Ubicados en las
ciudad de manta a 0°57°35”, de latitud Sur y 80°40° al Oeste y posee una

latitud de 6 metros sobre el nivel del mar.

3.3. VARIABLES EN ESTUDIO

3.3.1. Variables Independientes
e Fuente botanica de la fruta

e Concentracién de extracto de fruta (Extracto afadido a leche entera
UHT) (% viv)

3.3.2. Variables Dependientes

¢ Inhibicion in vitro de Streptococcus mutans

3.4. FACTORES EN ESTUDIO

3.4.1. FACTOR A: Tipos de Frutas

Niveles en estudio:
e A1: Mora
e A2: Mortino
e A3: Taxo
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3.4.2. FACTOR B: Concentracion de extracto de fruta (% v/v)

Niveles en estudio:
e B1:1%
e B2:2%

e B3:3%

3.5. TRATAMIENTOS

En la siguiente tabla se presentan la combinacion de los factores de estudio;

tipos de fruta (mora, taxo y mortifio) y porcentaje anadido al alimento (1, 2, 3%

Tabla 2. Combinacion de los factores en estudio

TRATAMIENTOS TIPOS DE Concentracion de extracto de fruta
FRUTAS
T1 Mora 1%
T2 Mora 2%
T3 Mora 3%
T4 Mortifio 1%
T5 Mortifio 2%
T6 Mortifio 3%
T7 Taxo 1%
T8 Taxo 2%
T9 Taxo 3%
CONTROL Leche entera UHT

Autor: Tagle, R (2017)
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3.6. DISENO EXPERIMENTAL
3.6.1.Tipo de disefio

En la investigacion se utilizé un disefo de Arreglo Bifactorial (3x3+1), en

Disefio Completamente al Azar (DCA)

3.6.2. Numero de Repeticiones

En esa investigacion se realizaron tres repeticiones

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

En la investigacion se realizé un analisis de varianza (ADEVA) como se
describe en la tabla 3, para establecer a existencia de la diferencia significativa
entre los tratamientos y una prueba de comparacion Tukey al 5% para
determinar la diferencia estadistica significativa entre las medias, para la
interpretacion de los resultados se empled el paquete estadistico INFOSTAT,

Version Profesional 2015

Tabla 3. Analisis de varianza (ADEVA)

Fuente de variacion (FV) Grados de libertad (GL)

Total 27
Repeticiones
Tratamientos
Error 15

Autor: Tagle, R (2017)

3.8. METODOLOGIA
3.8.1. MATERIALES Y METODOS

Se utilizé leche entera UHT proveniente del Programa de alimentacion escolar,
como alimento base para el estudio (Anexo 1), asi mismo mora, taxo, mortifio

libres de abrasiones o dafos fisicos. Las frutas mora y taxo fueron adquiridas
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en el mercado de la ciudad de Manta. A diferencia del mortifno se obtuvo de la
ciudad de Quito.

Materiales

Caja Petri

Micropipetas

Papel filtro

Puntas plasticas

Tamiz

Matraz aforadas

Pinzas

Vaso de precipitacién de 25mi

Tubo de ensayo

Reactivos

Agar BHI ((Brain Heart Infusion Broth)
Agar Sangre de cordero al 5%

Cepas del S. mutans

Agua de peptona

Agua destilada

Equipos

3.8.2.

Autoclave (Numak — ZX-75KBS)

Estufa 10 — 250°C (Ecocell — MC000690)

Cabina de Seguridad Microbiologica, BIOBASE, BSC-120011A2
Licuadora (Oster SW194DT, Reino Unido)

DESCRIPCION DEL PROCESO DE OBTENCION DE EXTRACTO DE
TAXO, MORA Y MORTINO

Limpieza y selecciéon: Una vez obtenida las frutas frescas, estas fueron

sometidas a un proceso de seleccion y limpieza para retirar cualquier impureza

presente. Ver Anexo 2
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Trituracién: se utilizé una licuadora doméstica (Oster SW194DT, Reino Unido)

Filtrado: El jugo obtenido se filtré6 en una tela lienzo, eliminando las semillas o
huesos, cascaras, material fibroso.

Posteriormente la pulpa de la fruta extraida se afadié a la leche entera
proveniente del PAE en porcentajes de 1, 2, 3% como saborizantes (Anexo 3)
para hacer las mezclas de los extractos con leche se utilizd6 matraces aforados
de 50ml (Anexo 4). A continuacion en la Tabla 4 se presenta las medidas de
volumenes para las mezclas de extracto de fruta y leche correspondientes para

cada porcentaje.

Tabla 4. Diluciones de extracto frutas en leche de PAE

Concentracion de Volumen de Extracto | Volumen Leche Entera

extracto de fruta (% v/v)

1% 0.5ml 49.50 ml
2% 1 ml 49.00 ml
3% 1.5 ml 48.50 ml

Autor: Tagle, R (2017)

El Anexo 5 describe las diluciones realizadas para cada tipo de fruta (mora,
taxo y mortifio) es asi que se obtuvo los nueve tratamientos descriptos en la
Tabla 2

3.8.3. ANALISIS DE INHIBICION DE STREPTOCOCCUS MUTANS

Se empled el método de difusion en agar segun la técnica estandarizada por el
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (1997), Este
método permite obtener resultados exactos mediante un procedimiento
estandarizado, sencillo. Se realiza mediante la difusion de las sustancias
activas en un medio solido la que se evidencia con la formacién de halos de
inhibicion.
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La evaluacion de la actividad antibacteriana de los compuestos fendlicos
presentes en las frutas se realizd en cepas de Streptococcus mutans
ATCC35668. Estos microorganismos fueron importados desde Minnesota, USA

laboratorio Microbiologics.

Para preparar el inéculo, las cepas liofilizadas fueron activadas en caldo BHI
(Brain Heart Infusion Broth C5141 Criterion, USA), luego sembradas en cajas
Petri con 20 ml de medio de cultivo agar sangre a 37°C durante 48 horas. Una
vez activados los microorganismos en estudio, se prepararan suspensiones

con las alicuotas correspondientes.

Recuperacion de la viabilidad de las cepas: Antes de iniciar el analisis
experimental se rehidrataron las cepas liofilizadas en caldo Brain Heart Infusion
BHI Broth C5141 Criterion. Estas fueron incubadas en estufa a 37°C, por 48
horas en microaerofilia para su reproduccion. Replicamos cada cepa en una
placa de agar sangre, finalmente por cada cepa se prepard una suspension
bacteriana al 0.5 Mc Farland. (McFarland, 1907), que representa una
concentracion conocida de microorganismos la cual es de 1.5 x 108 UFC.,
(Anexo 6)

Para evaluar la sensibilidad de Streptococcus mutans se colocé 1 ml de
inoculo en cajas petri con agar sangre (Anexo 7), posteriormente para evaluar
la actividad antimicrobiana a los tratamientos se utilizé extracto de mora taxoy

mortifio en concentraciones de 1, 2 3%.

Los agentes antimicrobianos se incorporaron directamente en los discos. Se
depositdé aproximadamente 20 pL de cada agente en estudio en discos de
papel filtro (Fisher Scientific Q2) de 5 mm de diametro como se observa en el
Anexo 8. Posteriormente, estos seran colocados 3 equidistantes en cada placa
que contiene el medio inoculado con Streptococcus mutans a analizar. (Anexo
9)

Este mismo procedimiento se realizd para la muestra control, leche saborizada
del PAE como se observa en el Anexo 10
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Las placas inoculadas se incubaron a una temperatura de 37°C durante 2 dias,
como se observa en el Anexo 11. Se midi6 el halo de inhibicion del crecimiento
bacteriano en (cm) los dias 1, 2. En todos los casos la evaluacion se realizé por

triplicado.

Se realizaron 3 ensayos validos para cada concentraciéon (1, 2, 3% v/v) y tipo
de fruta (mora, taxo y mortifio), asi mismo para el control (leche saborizada del
PAE), se registro el halo de inhibicion en cm de cada muestra y con los datos
obtenidos se realizo el analisis de varianza, y prueba de significancia de Tukey

al 5% para determinar la diferencia estadistica entre los tratamientos.

3.8.4. EVALUACION SENSORIAL DEL MEJOR TRATAMIENTO DE LECHE
SABORIZADA

Los mejores tratamientos del disefio experimental fueron utilizados para la
realizacion de un analisis sensorial que permitié determinar la leche saborizada
con extracto fruta con mayor aceptaciéon. Para ello se realizé6 una prueba de
analisis sensorial con 40 panelistas no entrenados de 17 a 25 anos de edad, 25
mujeres y 15 hombres. Para establecer diferencia entre los tratamientos
utilizados se emple6 una escala hedonica de cinco puntos (Anexo 12) que va

de “me disgusta mucho” a “me gusta mucho”.

El analisis de los resultados se realiz6 mediante analisis de varianza y prueba
de medias de Tukey con un nivel de significancia del 5% mediante el programa
estadistico INFOSTAT Versién 2015
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CAPITULO IV
DESCRIPCION Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. RESULTADOS DE LOS ANALISIS MICROBIOLOGICOS

Los datos obtenidos del halo de inhibicion (Anexo 13) se procesaron para
realizar cuadros de varianza y prueba de comparacién de medias de Tukey
(p>0,05) en 24 y 48 horas.

4.1.1. Halo de inhibicién de Streptococcus mutans en 24h

En la Tabla 5 se muestra los resultados del analisis de varianza del halo de
inhibicion de S. mutans en 24 horas, con un coeficiente de variacion de 15.49
mismo que se encuentra dentro de lo esperado para este tipo de trabajo de

laboratorio en condiciones controladas.

Tabla 5 Analisis de Varianza de inhibicion de S. mutans en 24 h

Variable N cv

Diametro 24h 90 15.49

En la Tabla 6 la prueba de comparacidon de medias de Tukey (p>0,05) nos
indica que el diametro de halo de inhibicion luego de 24 horas, fue
estadisticamente similar para mora y mortino con medias que oscilaron entre
1.34 y 1.42 cm, tampoco no hubo diferencia estadistica significativa entre
mortifio y taxo (halos de inhibicion entre 1.42 y 1.57 cm.). Finalmente hubo
diferencia estadistica de los tratamientos con el control, mismo que no presenté

inhibicion.
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Tabla 6 Prueba de comparacién de medias de Tukey del halo de inhibicién
del S. mutans luego de 24 horas con respecto al tipo de fruta

Tipos de Frutas Medias
Control 0.00 A
Mora 1.34 B
Mortifio 1.42 B C
Taxo 1.57 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes ( p > 0,05)

Error: 0, 0397 gl: 84

La Tabla 7 muestra que la leche con 3% de fruta fue estadisticamente diferente
y presentd mayor inhibicion (halo de 1.58 cm) que las muestras con otras
concentraciones de fruta. No hubo diferencia estadistica entre las

concentraciones de 1y 2%. Finalmente, el control no presento inhibicién.

Tabla 7. Prueba de comparacion de medias de Tukey del halo de
inhibicion del S. mutans luego de 24 horas con respecto a la

concentracion del extracto de fruta

Concentracion de extracto de Medias
frutas
0.00 0.00 A
1.00 1.37 B
2.00 1.39 B
3.00 1.58 Cc

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Error: 0, 0397 gl 84

Los resultados mostraron mayores halos de inhibicion para taxo y mortifio
(Anexo 14) lo que indica una mayor actividad inhibitoria sobre la cepa de S.
mutans por parte de estas dos frutas en relacion a la mora. Vasco et al. (2009)
Categoriza al mortino y taxo en un grupo de alto contenido de compuestos

fendlicos y con alta capacidad antioxidante. Se presume que el grupo de
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compuestos fendlicos presentes asi como la alta actividad antioxidante tienen

relacion con el poder inhibitorio de esta bacteria.

4.1.2. Halo de inhibiciéon de Streptococcus mutans en 48h

El siguiente analisis de varianza de inhibicion del S. mutans en 48 horas
menciona un coeficiente de variacion de 13.43 (Tabla 8) mismo que se
encuentra dentro de lo esperado para este tipo de trabajo de laboratorio en

condiciones controladas.

Tabla 8 Analisis de Varianza de inhibicion de S. mutans en 48 h

Variable N cv

Diametro 48h 90 13.43

Utilizando la prueba de comparacion Tukey (p>0,05) al 95% de nivel de
confianza, en la Tabla 9 se observa que existen diferencias significativas entre
los tratamientos y el control donde no hubo inhibicién, se observé que en 48
horas el halo de inhibicion del taxo presenta una media de 1.46 cm pero que no
tiene diferencia con mortifio donde la media del halo de inhibicion es de 1.40

cm.

Tabla 9 Prueba de comparacion de medias de Tukey del halo de inhibicion

del S. mutans en 48 horas con respecto al tipo de fruta

Tipo de Frutas Medias
Control 0.00 A
Mora 1.31 B
Mortiiio 1.40 B C
Taxo 1.46 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Error: 0, 0283 gl 84

Con la prueba de Tukey (p>0,05), descripta en la Tabla 10, se compara las

medias del halo de inhibicion para las tres diferentes concentraciones de
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extracto de frutas mas el control, el analisis estadistico demuestra que 3% es la
concentracion con diferencia significativa de lo demas tratamientos

presentando una media de 1.51 cm de halo de inhibicidén de S. mutans.

Tabla 10. Prueba de comparacion de medias de Tukey del halo de
inhibicion del S. mutans en 48 horas con respecto a la concentraciéon del

extracto de fruta

Concentracion Medias
0.00 0.00 A
1.00 1.32 B
2.00 1.35 B
3.00 1.51 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes ( p > 0,05)

Error: 0, 0283 gl: 84

La actividad de inhibicién de frutas como taxo y mortifio frente a la cepa de S.
mutans, aun es evidente en 48 horas, teorias detallan que el taxo es una fuente
rica de flavan-3-ols y proantocianidinas, asi mismo el mortifio en glicésidos de
quercetina, acidos hidroxicinamicos y antocianinas, compuestos fendlicos que

al parecer reducen la proliferacion de la bacteria S. mutans.

4.2. RESULTADOS DE EVALUACION SENSORIAL

En base a los resultados del diseiio experimental se concluyé que los
tratamientos con mayor efecto inhibitorio frente S. mutans fueron taxo y
mortifio, para ser utilizados como saborizantes de leche, a una concentracion

de 1% (v/v), para no modificar la formulacién de la leche del PAE.
Los resultados del analisis sensorial dieron un coeficiente de variacion de 9,82,

mismo que se encuentra dentro de lo esperado para este tipo de trabajo de

laboratorio en condiciones controladas (Tabla 11)
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Tabla 11. Analisis de Varianza de Evaluacion sensorial de leche

saborizada
Variable N cv
Calificacion 120 9.82

Los resultados de la prueba de comparacion de medias de Tukey (p>0,05)
(Tabla 12), indicaron que las tres muestras presentaron diferencias
significativas entre si. La muestra de mortifo presentdé una media de 2.32
llevandolo a valores reales esto equivale a una puntuacion de 4 (me gusta
moderadamente) en la escala heddnica, asi mismo la muestra de leche entera
presentd una media de 2.17 que equivale a una puntuacion de 3 (me es
indiferente) y el taxo obtuvo una media menor de 1.93 que en valores reales es

igual a 2 (me disgusta un poco).

Tabla 12 Prueba de comparacion Tukey de evaluaciéon sensorial de leche
saborizada

Tipo de Muestra Medias*
Taxo 1.93 A
Leche Entera 217 B
Mortifio 2.32 C

Error: 0,0444 gl: 117
*Analisis realizado sobre valores X+1

La leche saborizada con mortino obtuvo una mejor aceptacién, con una
puntuacion de me gusta moderadamente, a pesar de que el taxo tiene mayor
poder de inhibicion del s. mutans este no podria ser utilizado como saborizante

de leche.

35



CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

e De acuerdo a analisis microbiologicos la fruta que presentd mayor poder
inhibitorio sobre S. mutans fue el taxo, seguida del mortifio y finalmente

la mora.

e Respecto a la concentracion los analisis microbiolégicos demostraron
que la concentraciéon con mayor poder inhibitorio fue la de 3%, seguida
de 2 y 1%, siendo estas dos ultimas estadisticamente iguales entre si (p
< 0.05).

e Para la adicidon de fruta a la leche se trabajo con un nivel del 1%. Esto
con el objeto de enmarcarse dentro de la formulaciéon de la leche
saborizada. Ademas considerando que la actividad inhibitoria a

concentraciones del 1y 2% es estadisticamente igual.
e El andlisis de aceptabilidad dio como resultado que la mezcla mortifio-

leche tuvo la mayor aceptacion, con una calificacion de “me gusta

moderadamente”.
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5.2. RECOMENDACIONES

e Se recomienda al Programa de Alimentaciéon Escolar el uso de taxo
como materia prima en la elaboracién de nuevos productos, esto por

presentar alto poder de inhibicion frente al S. mutans.

e Asi mismo el uso de extracto de mortiio al 1% como saborizante de
leche, ya que la mezcla mortifio-leche tuvo una mayor aceptaciéon en el

analisis sensorial realizado.

e FEfectuar un analisis sensorial entre los consumidores del PAE con

mezcla leche-fruta de los mejores tratamientos del estudio.

e Realizar estudios inhibitorios usando taxo en otros microorganismos

responsables de la caries dental.

e Estudiar el efecto inhibitorio de otros tipos de frutas ancestrales frente al

Streptococcus mutans.

e Uso de edulcorantes de bajo aporte caldrico, como sustitutos del azucar,

que prevenga la enfermedad cariogénica.
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PROPUESTA

Por los resultados obtenidos en la presente investigacion se surgiere como
propuesta que el programa de alimentacion escolar (PAE), junto con el
Ministerio de Educacion, realicen estudios similares que permita el uso de
edulcorantes naturales, para reducir el uso de azucares en los alimentos
proporcionados a niflos en edad escolar. Asi mismo el uso de otro tipo de
cultivos ancestrales que aporten beneficios en general a la salud que son

desaprovechados.
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ANEXOS

Anexo 1. Leche entera de programa de alimentacién escolar

46



Anexo 3. Extracto de Frutas
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Anexo 5 Diluciones de extracto de frutas en leche de PAE

Anexo 6 Dilucién de Streptococcus mutans 1.5 x102 UFC.
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Anexo 7. Siembra del Streptococcus mutans en agar sangre

Anexo 8. Colocacién del agente antimicrobiano en discos de papel filtro
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Anexo 9. Colocacion de discos con los agente antimicrobianos en placas con

Streptococcus mutans

Anexo 10. Muestra Control, Leche Saborizada del PAE




Anexo 11. Incubacién de las cajas petri

i =Ew
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Anexo 12. Escala hedodnica utilizada en la evaluacion sensorial de

los mejores tratamientos

NOMEBRE:

Universidad Laica Eloy Alfaro De Manabi

Facultad Ciencias Agropecuarias

Ingenieria Agroindustrial

EVALUACION SENSORIAL

FECHA:

EDaD:

SEXO:

Frente a Usted hay tres muestras codificadas de Leche, las ouakes debe probar una a ka
WEZ  IArgue Con una X =u juido sobre @da muestra.

ESCALA

MUESTRAS

1017

2402

5 Me gusta mucho

4 Me gusts Moderasdamente
3 Me es indiferents

Z Me dizgusts un poco

1 Me disgusta mucho

DOMENTARID:

GRACIAS!
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Anexo 13. Diametro de Halos de inhibicion

MEDICIONES DE LOS HALO DE INHICION (cm)

REPETICIONES

TRATAMIENTOS 24 HORAS 48 HORAS
M1 M2 M3 M1 M2 M3

MORA 1% 1.20(1.40(1.20(1.30|1.20|1.101.10|1.20|1.501.30|1.10|1.20(1.30|1.10|1.20]1.10|1.50|1.10
MORA 2% 1.30(1.10{1.50(1.50|1.50|1.10]1.50|1.50|1.60]|1.30|1.00|1.30(1.50|1.30|1.10]1.50|1.60|1.50
MORA 3% 140(1.60(1.50(1.50|1.20|1.10|1.40|1.20|1.50]|1.30|1.50|1.50(1.20|1.50|1.30]1.20|1.40|1.50
TAXO 1% 140(1.30(1.40(1.30|1.30|1.50]1.50|1.50|1.50]|1.30|1.20|1.40(1.10|1.20|1.40]1.50|1.30]1.40
TAXO 2% 1.50(1.60(1.30(1.50|1.20|{1.40]1.50|1.20|1.30|1.40|1.20|1.50(1.20|1.40|1.50]1.40|1.20]1.30
TAXO 3% 2.40]2.201.60]2.00|1.70|1.90|1.80|1.80|1.90(2.00|1.90|1.50]1.90|{1.80|1.60]|1.50|1.70|1.70
MORTINO 1% 1.60|1.50|1.20]1.50|1.50|1.20{1.20|1.50|1.60|1.60|1.50|1.60]|1.40|1.40|1.10(1.20|1.50 | 1.60
MORTINO 2% 1.50|1.50|1.40]1.30|1.30|1.30{1.20|1.50|1.30|1.50 |1.50|1.30|1.30|1.20|1.30|1.30|1.50 | 1.30
MORTINO 3% 1.50|1.10(1.30]1.30|1.20|2.00{1.50|1.50|1.50|1.30|1.40|1.20|1.90|1.40|1.30(1.50|1.40|1.40
CONTROL 0.00|0.00]0.00]0.00|0.00|0.00(0.00|0.00|0.00]0.00|0.00]|0.00]|0.00|0.00|0.000.00|0.00|0.00
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Anexo 14. Halo de inhibicion de los diferentes tratamientos

TIPOS DE
FRUTAS

CONCENTRACION

HALO DE INHIBICION

MORA

1%

2%

3%

TAXO

1%
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2%

3%

MORTINO

1%

2%

3%
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Anexo 15. Evaluacion Sensorial
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