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RESUMEN

Introduccion: El ser humano siempre ha tenido un deseo innato por el sabor dulce,
encontrado principalmente en la sacarosa. En la cavidad oral, las bacterias son capaces
de metabolizar diversos sustratos, tales como azUcares refinados, generando &cido
lactico principalmente y favoreciendo el desarrollo de caries dental, de lo cual,
Streptococcus mutans ha sido considerado como el principal agente etiologico junto a
Lactobacillus spp. Por lo mismo, la D-tagatosa ha atraido mucho la atencion en los
ultimos afios debido a sus beneficios para la salud y sus propiedades similares a la
sacarosa, pero con menor efecto cariogénico. Objetivo: Evaluar in vitro el efecto de la
tagatosa en el crecimiento bacteriano, variacion del pH y capacidad antimicrobiana de
Streptococcus mutans y Lactobacillus spp. Materiales y métodos: Se realiz6 un estudio
cuantitativo de tipo experimental en el laboratorio de investigacion de la Universidad del
Desarrollo durante los meses de Junio a Octubre del 2018. Se evaluo el crecimiento
bacteriano en ufc/mL de Streptococcus mutans y Lactobacillus spp. a tiempos de 0, 30,
120 y 240 minutos posterior a la aplicacion de tagatosa en distintas concentraciones.
Ademas, se registré el pH obtenido del caldo de cultivo liquido con un pH-metro para el
andlisis de acidificacion del medio. Finalmente se evalud su actividad antimicrobiana a
través halo de inhibicion. Resultados: Se evidencié aumento de crecimiento bacteriano
al aplicar tagatosa al 50% en un tiempo de 30 minutos, obteniendo para Streptococcus
mutans un valor de 2,2 x 1076 ufc/mL y un pH de 6,21. Lactobacillus spp presenté un
crecimiento bacteriano de 5,6 x 1076 ufc/mL con un pH de 6,19; ambos demostrando
valores méas acidos y de mayor crecimiento que ante la exposicién a agua destilada.
Ambas cepas no presentaron halo de inhibicion frente a la tagatosa independiente de la
concentracion utilizada. Conclusion: Los resultados demuestran la existencia de
crecimiento bacteriano, ausencia de halo de inhibicion y una curva de pH mas acida en

cepas de Streptococcus mutans y Lactobacillus spp. expuestas a tagatosa.



INTRODUCCION

El ser humano desde sus inicios se ha relacionado con los alimentos y ha ido buscando
nuevas alternativas para satisfacer el apetito, es decir, la necesidad fisiologica de
alimentarse a través de la ingesta selectiva de alimentos, las que a su vez han cambiado a
lo largo de los afios al modificar los estilos de vida y con ello las conductas alimentarias,
teniendo mayor incidencia en la salud y la esperanza de vida de las distintas poblaciones

(Carcamo & Mena, 2006).

La dieta inadecuada es uno de los principales factores de riesgo de aparicion de las
principales enfermedades no transmisibles (ENT), como las cardiovasculares, el cancer
0 la diabetes mellitus (Marifio, Veldzquez & Gamez, 2016). De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (2015) las ENT constituyen la principal causa de
mortalidad en el mundo, dado que en 2012 provocaron el 68% de ellas, por lo que en
este contexto una ingesta elevada de azUcares libres es preocupante por su asociacién
con la mala calidad de la dieta, la obesidad y el riesgo de contraer enfermedades no

transmisibles.

El ser humano siempre ha tenido un deseo innato por el sabor dulce, por lo que ha sido
buscado en alimentos como la miel y frutas, sin embargo, desde que se refind en azucar
de mesa 0 sacarosa, ésta se ha convertido en el estdndar para el dulzor, utilizado en
diferentes presentaciones de consumo habitual por la poblacién (Leskinen, 2007). Esto
es especialmente relevante si se considera que las enfermedades dentales son las ENT

mas prevalentes del mundo, destacando la relacion entre la ingesta de azucares libres



con la caries dental (OMS, 2015). El 60%-90% de los escolares y casi el 100% de los
adultos tienen caries dental en todo el mundo, y que junto a la enfermedad periodontal,
son las principales causas de pérdida de piezas dentarias (OMS, 2012). Por esto, se
recomienda firmemente una ingesta reducida de azUcares libres a lo largo de toda la
vida, a menos del 10% de la ingesta caldrica total e idealmente menor a 5% (OMS,

2015).

Muy poco se enfatiza en la motivacion y la educacion para la salud, que incluye la
generacion de destrezas en técnicas de higiene oral a la poblacion de mayor riesgo, y el
control del consumo de azlcares en los escolares, adolescentes y adultos mayores

(Contreras, 2016).

La OMS (2003) ha definido la caries dental como un proceso localizado de origen
multifactorial que se inicia después de la erupcion dentaria, determinando el
reblandecimiento del tejido duro del diente que puede evolucionar hasta la formacion de

una cavidad.

La D-tagatosa ha atraido mucho la atencion en los altimos afios debido a sus beneficios
para la salud y para el control de la diabetes en la poblacion (Rouhi, Mohammadi,
Mortazavian & Sarlak, 2015). La tagatosa podria ser un sustituto de endulzantes en
enjuagues bucales y pastas de dientes, ademéas presenta diversos beneficios que la
diferencian, tanto del azGcar comin como de otros edulcorantes, lo que podria favorecer
la masificacion de este producto en diversas presentaciones comerciales y farmaceuticas

(Jayamuthunagai, Gautam, Srisowmeya & Chakravarthy, 2016).



MARCO TEORICO

La formacion de una caries resulta de la destruccion localizada del tejido dental duro por
contenido acido que procede de los procesos de fermentacion llevados a cabo por
determinadas bacterias patdgenas (Garcia, Casado & Garcia, 2013). En la cavidad oral,
las bacterias son capaces de metabolizar diversos sustratos, tales como azlcares
refinados, generando &cidos, en especial acido lactico, lo que puede desencadenar un pH
por debajo de 5.5. Este descenso conlleva una disolucién del componente principal de
los prismas que forman el diente, denominada hidroxiapatita, que se constituye de iones
de calcio, fosfato e hidroxilo, lo que genera como resultado final una cavitacion
localizada de la estructura dentaria (Nufiez & Garcia, 2010). La formacién de acidos
orgénicos seguida de la exposicion a carbohidratos dietéticos fermentables y la
correspondiente disminucion del pH de la placa seria un factor importante en la etiologia

de la caries (Vastenabond & cols., 2011).

En la concepcidn actual de la etiopatogenia de la caries, cambios medioambientales
orales generan predominancia de algunas especies con potencial acidogénico, necesario
para la generacion de lesiones de caries. Asi, por ejemplo, las especies tradicionalmente
asociadas con lesiones de caries incluyen a Streptococcus mutans, S. sobrinus,

Actinomyces spp. y Lactobacillus spp.( Giacaman, Mufioz, Bravo & Farfan, 2013).
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La bacteria Streptococcus mutans ha sido considerado como el principal agente
etologico de la caries dental, ya que se adhiere a la pelicula adquirida en la superficie del
diente, sintetiza glucanos gracias a las enzimas glucosiltransferasas (GTF) y promueve
la formacion de la placa dental, produciendo acidos como resultado del metabolismo de
los carbohidratos de la dieta, viéndose involucrado en la iniciacion de la
desmineralizacion del esmalte; a diferencia de Lactobacillus spp., que se asociaria
mayormente con la colonizacion de zonas retentiva creadas por las lesiones en las que
quedan atrapados fisicamente, aumentando en nimero durante la progresion y avance de

la lesién cariosa (Giacaman & cols.)

El término edulcorante, hace referencia a aquel aditivo alimentario que es capaz de
mimetizar el efecto dulce del azlUcar y que, habitualmente, aporta menor energia.
Algunos de ellos son extractos naturales mientras que otros son sintéticos, en este ultimo
caso se denominan edulcorantes artificiales. desde el punto de vista del consumo de
productos edulcorados, existen datos procedentes de encuestas que afirman que,
actualmente, el empleo de edulcorantes acaldricos se busca con el objeto de disminuir el
valor caldrico total de la dieta, promover un descenso del peso corporal y/o prevenir el
desarrollo de enfermedades como la Diabetes o la caries dental (Garcia, Casado &

Garcia, 2013).

De acuerdo a la literatura disponible sobre la quimica de carbohidratos, la D-tagatosa fue

descubierta por Lobry de Bruyn & Van Ekenstein en 1897, cuando experimentaban con
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los efectos de alcalis sobre D-galactosa, observando que las aldosas cambiaron a aldosas

epiméricas y en adicion de dos o0 més 2-cetosas (Roy & cols., 2018).

La FDA (2003) declara que la D-tagatosa es un alimento legal y licito, y que no
promueve el desarrollo de la caries dental. La seguridad de los edulcorantes se evalla
por las autoridades nacionales, por el Comité Cientifico de la Unidon Europea sobre la
Alimentacién (SCF) y por el Comitée Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos

Alimentarios (Garcia & cols., 2013).

La D-tagatosa es una rara cetohexosa natural, encontrada naturalmente en el arbol
tropical Sterculia setigera, siendo un isémero de la D-galactosa y un epimero de la D-
fructosa, sufriendo una quiralizacién del C4 de la cadena molecular. También se puede
encontrar en productos lacteos, como chocolate caliente, algunos quesos y yogurt. (Patel,
2016). El poder endulzante de la D-tagatosa es casi equivalente a la sacarosa pero con un
menor valor calérico de 1.5 kcal/g para los humanos (Zhan, 2014). El valor calérico es
calculado bajo el supuesto de un 100% de absorcion y utilizacién de energia de &cidos
grasos de cadena corta producidos por la fermentacion de tagatosa en el intestino, por lo
que se considera un sobreestimado y su valor deberia ser menor a 1.5 kcal/g ya que no

toda la tagatosa es absorbida (Muddada, 2012).

La forma ciclica de la D-tagatosa consiste en a-D-tagato-2,6-piranosa (79%), B-D-
tagato-2,6-piranosa (14%), a-D-tagato-2,5-furanosa (2%) y pB-D-tagato-2,6-furanosa

(5%) (Deok-Kun, 2007).
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La tagatosa puede ser producida por procesos enziméaticos o quimicos. Se han estudiado
diferentes fuentes de biocatalizadores en el Gltimo tiempo, dentro de los cuales se
encuentra la L-arabinosa isomerasa que cataliza la conversion de D-galactosa en D-
tagatosa. La L-arabinosa isomerasa, presente en diversos microorganismos, cataliza la
conversion de L-arabinosa a L-ribulosa in vivo. Dada su capacidad de isomerizar D-
galactosa a D-tagatosa in vitro, también se denominan como D-galactosa isomerasas. La
tasa de bioconversion de D-galactosa en D-tagatosa esta estrechamente relacionada a la
temperatura, ya que el equilibrio de la reaccion se desplaza més hacia la D-tagatosa a
una mayor temperatura, y deberia realizarse bajo condiciones acidas para prevenir la

formacion de subproductos amargos indeseados (Zhang, 2014).

No existe una enzima fructosa 4-epimerasa que pueda convertir fructosa en tagatosa.
Una ruta alternativa es convertir fructosa en tagatosa via alulosa usando una alulosa 3-
epimerasa seguido por un reciclo con talitol dehidrogenasa/reductasa con NAD* (Seon,

Seung, Kyoung, Deok-Kun, 2017).

Solo un 20% de la tagatosa ingerida oralmente es completamente metabolizada,
principalmente en el higado, siguiendo una via metabdlica idéntica a la de la fructosa. La
porcion remanente no absorbida es completamente fermentada por la microflora

intestinal, ejerciendo un efecto prebiotico (Lu, Levin & Donner, 2007).

Dentro de las propiedades de este edulcorante se encuentra una temperatura de fusion de

134 °C, es estable a pH entre 2-7, posee alta solubilidad [58% a 21°C], por lo que es
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ideal como potenciador de sabor en refresco y yogures. La D-tagatosa es menos
higroscopica que la fructosa y tiene una viscosidad de 180 cP a 70% y 20°C siendo
menor a la de la sacarosa. Se descompone més facilmente a altas temperaturas en
comparacion con la sacarosa (Deok-Kun, 2007). Gracias a estas propiedades, la D-
tagatosa puede ser usada como endulzante, texturizante, estabilizador, humectante y

excipiente en alimentos y medicamentos (Muddada, 2012).

Estudios preliminares en animales muestran que la D-tagatosa disminuye los niveles de
glucosa, generando gran interés en la comunidad cientifica. EI mecanismo de accién
propuesto es que podria generar interferencia en la absorcion de carbohidratos a través
de la inhibicién de las disacaridasas intestinales y del transporte de glucosa. También
podria actuar a través de la inhibicion de la glucogendlisis hepatica. Ademas de
contribuir a reducir los niveles de colesterol, VLDL y LDL en comparaciéon a la
sacarosa, también parece aumentar los niveles del colesterol HDL. (Guerrero, Duran y

Angavita, 2018).

No hay evidencia de que exista asociacion entre el consumo de tagatosa y la generacion
de cancer, efectos toxicos neuronales, cambios metabdlicos, reacciones alérgicas,
teratogénesis, modificaciones en el control del apetito ni modificaciones en el control y
balance de liquidos y electrolitos, siendo aprobados por distintos paises para su
consumo. En humanos el consumo de mas de 30 g al dia de D-tagatosa puede producir

flatulencia y molestias gastrointestinales debido a que la flora fisioldgica del colon la
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puede fermentar, sin alterar la absorcion de otros nutrientes (Calzada, Ruiz, Altamirano
& Padron, 2013).

Se ha visto que la D-tagatosa puede tener variados beneficios en la cavidad oral, dentro
de los cuales se encuentra su capacidad anti-placa en relacion a diversas bacterias
peridonto-patégenas, dando como resultado su capacidad de disociar coagregaciones

bacterianas (Lu & Levin, 2002).

La D-tagatosa podria incluso superar a otros edulcorantes que podrian competir con ella
en la categoria de no cariogénicas. El xilitol altera los procesos metabdlicos bacterianos
y tiene un efecto bacteridstatico sobre Streptococcus mutans forzando la captacion y
eflujo de este poliol no cariogénico. Sin embargo, se demostrd que la capacidad superior
del xilitol de suprimir la produccion de acidos desaparecié cuando se agrego sacarosa, a
diferencia de la D-tagatosa que seria capaz de inhibir la actividad de la sacarosa. Se
menciona que la capacidad de la D-tagatosa de reducir la produccion de &cidos y sintesis
de glucanos insolubles en agua se deberia a la reduccion del crecimiento bacteriano

(Sawada & cols., 2015).

A pesar de que puede resultar imposible eliminar el consumo de sacarosa en la
poblacion, seria ideal al menos reducir la frecuencia de consumo, reemplazandolos con
anadlogos como la tagatosa, con el fin de disminuir o prevenir la prevalencia de

enfermedades orales como la caries (Vastenabond & cols., 2012).
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SUPUESTOS DE INVESTIGACION

El crecimiento bacteriano, en funcion del tiempo, de Streptococcus mutans y

Lactobacillus spp. disminuira al ser expuesto a tagatosa y a tagatosa con sacarosa.

La variacion del pH en el tiempo, en Streptococcus mutans y Lactobacillus spp. sera

mas basico al ser expuesto a tagatosa y a tagatosa con sacarosa.

Existird actividad antimicrobiana a través de formacion de halo de inhibicion en
Streptococcus mutans y Lactobacillus spp. al ser expuesto a tagatosa y a tagatosa con

Sacarosa.

16



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar in vitro el efecto de la tagatosa en el crecimiento bacteriano, variacion de pH 'y

su capacidad antimicrobiana sobre Streptococcus mutans y Lactobacillus spp.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Describir la variacion de pH en el tiempo de Streptococcus mutans y Lactobacillus spp.

expuestos a tagatosa y a tagatosa con sacarosa.

Determinar el recuento bacteriano en funcién del tiempo de Streptococcus mutans y

Lactobacillus spp. expuestos a tagatosa y a tagatosa con sacarosa.

Determinar la capacidad antimicrobiana a partir de la formacion de halos de inhibicion
en Streptococcus mutans y Lactobacillus spp. expuestos a tagatosa y a tagatosa con

Sacarosa.
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MATERIALES Y METODO

La presente investigacion corresponde a un estudio cuantitativo de ciencias basicas de

tipo experimental in vitro, realizado entre los meses de Junio y Octubre del afio 2018 en

el laboratorio de investigacion de la Universidad del Desarrollo, respetando todas las

normas y medidas de bioseguridad del lugar.

TABLA 1. Variables del estudio.

Nombre Clasificacion L Definicion .
) : Definicion conceptual ; Indicador
variable variable operacional
... Crecimiento en el Se cuenta el
- Cuantitativa _, . .
Crecimiento , nimero de bacteriasa ndmero de
. Razon . L . Ufc/mL.
bacteriano . través de fision binaria colonias  por
Discreta :
o simple. placa.
Cuantitativa Es la diferencia en el Determinacion
Variacion  de . grado de acidez o del pH por Escala pH (O
Continua - .
pH . alcalinidad de la medio de un al4).
Razon y
solucion. pH-metro.
Ml_crorgamsmos _ (1) Cepas
unicelulares Bacterias
I - . Streptococcus
: Cualitativa procariontes que se reconocidas
Tipo de <. . . e . mutans. (2)
. Dicotémica pueden clasificar segun por su
bacteria . . . Cepas
Nominal su respiracion, potencial .
. N Lactobacillus
necesidades de cariogénico. s
crecimiento o forma. PP
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.. Cuantitativa Cantidad en gramos de Concentracion
Concentracion

Continua  Tagatosa dividido por como g/mL (%).
de tagatosa . S,
Razon mL de solucion. edulcorante.
Capacidad de

matar/destruir/inactivar

L Cualitativa . : Capacidad de Presencia o
Actividad . microorganismaos, .
. . Dicotomica . . formar halo de ausencia de
antimicrobiana : impedir su .-
Nominal inhibicion halo.

proliferacion y/o
impedir su accion.

Para la recoleccion de datos lo primero a realizar fue favorecer el crecimiento de
Streptococcus mutans spp 50 y Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 (Lactobacillus
spp) a partir de ceparios presentes en el Laboratorio de investigacion de la Universidad
del Desarrollo, esto a través de medio de cultivo liquido, para asegurar una poblacién
bacteriana viable de ambas cepas, de lo que luego se obtuvo un cultivo sélido. Para ello,
Streptococcus mutans se cultivd en placas Petri con agar mitis salivarius con 20% de
sacarosa durante 48 hrs a 37°C en ambiente de microaerofilia. Lactobacillus spp se
cultivé en placas Petri con agar rogosa mas 40 micro litros de &cido acético. Se

prepararon diversas soluciones de tagatosa (Tagatesse® Damhert Nutrition) al 25%,
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50%, 75% y 100%, considerandose 50% la concentracion necesaria para una taza de
agua de 200mL segun indicaciones de la tagatosa utilizada. De igual forma se realizaron
soluciones con tagatosa al 25%, 50%, 75% y 100% pero sumandole sacarosa en una
misma concentracion relacionada también con la concentracion necesaria para una taza
de agua de 200mL. Ademas se realizaron 4 controles, un control positivo que
corresponde a clorhexidina al 0,12%, un control negativo utilizando agua destilada, y
ademaés sacarosa (Azucar lansa®) y sucralosa (SugarOff® Daily) utilizando la misma
l6gica de concentracion. Finalmente se obtuvieron 12 tubos de ensayo previamente

esterilizados con diferentes concentraciones a estudiar (Tabla 2).

TABLA 2. Concentracion de soluciones utilizadas en el estudio in vitro.

Gramos mL
Solucién 1 Tagatosa 100% 0.27¢g 10 mL
Solucién 2 Tagatosa 75 % 0.2025¢g 10 mL
Solucién 3 Tagatosa 50% 0.135¢g 10 mL
Solucién 4 Tagatosa 25% 0.0675¢ 10 mL

=+

Solucién 5 Tagatosa 100% 0.27¢g 0.25¢ 10 mL
Sacarosa

Solucioén 6 Tagatosa 75% + Sacarosa  0.2025 g 0.25¢g 10 mL

Solucién 7 Tagatosa 50% + Sacarosa 0.135¢ 0.25¢g 10 mL

Solucioén 8 Tagatosa 25% + Sacarosa  0.0675 g 0.25¢g 10 mL
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Solucién 9 Sacarosa 0.25¢ 10 mL
Solucion 10 Sucralosa 0.06 g 10 mL
Solucién 11 Clorhexidina 0.12%

Solucion 12 Agua destilada

Datos obtenidos de fuente propia

Se realizé cultivos liquidos para Lactobacillus spp en donde se agregd a cada tubo de
ensayo previamente esterilizado 4mL de caldo agar rogosa, 100uL de bacteria y 1mL de
solucion. Para el cultivo liquido de Streptococcus mutans, se afiadié 4mL de caldo mitis
salivarius, 100uL de bacteria y ImL de solucion. La concentracion de bacterias de donde
se extrajo los 100uL fue obtenida utilizando el estdndar de turbidez de McFarland. De
los tubos preparados se sacé 50uL para el cultivo de cada placa Petri, con su respectivo
medio de cultivo solido, ya sea mitis salivarius o agar rogosa. La extraccion de los pL
del tubo de ensayo para la siembra en placas Petri fue sacada de la estufa de cultivo
(QUIMIS®) a distintos tiempos desde la exposicién a la solucion, siendo estos a los 0
min, 30 min, 60 min y 240 min. Lo anterior fue realizado por triplicado en placas Petri
previamente rotuladas, con asa de siembra, bajo campana y expuesto a mechero para
asegurar esterilidad. Luego de ser sembradas se dejé incubar por 48 horas en ambiente
de microaerofilia. Transcurrido el tiempo necesario, las placas Petri se llevaron a un
contador de colonias (PHOENIX CP 600 PLUS®) para su registro. Para el estudio de
variacion del pH, se realiz6 tubos de ensayo con cada solucion, méas su medio de cultivo
liquido y bacteria correspondiente, de la misma forma con lo cual se sembro, estas

fueron dejadas en la estufa de cultivo, y a los 0, 30 y 60 minutos desde la exposicion a la
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solucidn, posteriormente se midié su pH con un pH-metro (HANNA pH 211®). Para el
estudio de halo de inhibicidn, las bacterias se sembraron en placas Petri por triplicado
con una torula, 50uL aproximadamente, luego se perfor6 en su centro con un saca
bocado y se afiadi6 150puL de solucion. Se dejo incubar en las mismas condiciones y
posteriormente se analiz6 la presencia de halo de inhibicion. Los datos fueron escritos en
formato Excel de donde se obtuvo media y desviacion estandar en caso de los triplicados

y s6lo media en los resultados de medicion de pH.

RESULTADOS

Para el andlisis de crecimiento bacteriano se obtuvo un total de 288 placas Petri, segun
las distintas concentraciones utilizadas y los diferentes tiempos de siembra desde su
exposicion a dichas soluciones. En todas las placas Petri, ya sea con Lactobacillus spp o
Streptococcus mutans se observé crecimiento bacteriano, independiente de la
concentracion de tagatosa utilizada. Sin embargo, con respecto a los 30 minutos, en
Lactobacillus spp se observa que a medida que se aumenta la concentracién de tagatosa
existe una disminucion en la cantidad de ufc/mL, siendo el valor mas bajo con tagatosa
al 100% de 3,1x10° + 10,8x10° presentando un comportamiento inversamente
proporcional, indistintamente, con Streptococcus mutans se observa que el valor mas
bajo se da con tagatosa al 25%, siendo este de 1,2x10° + 3,8x10° sin embargo no

presenta proporcionalidad (Tabla 3).
TABLA 3. Recuento bacteriano segun % de tagatosa en ufc/mL a los 30 minutos.
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Lactobacillus spp

Media

Tagatosa 25% 6,1 x 108
Tagatosa 50% 5,6 x 10°
Tagatosa 75% 4,8 x 10°

Tagatosa 100% 3,1x10°

DE

3,8x10°
7,6 x 10°
12,7 x 10°

10,8 x 10°

Streptococcus mutans

Media
1,2 x 10°
2,2 x 108
1,3 x 10°

1,7 x 10°

DE
2,0 x 10°
2,3x10°
2,8 x 10°

3,8x10°

El crecimiento bacteriano posterior a la exposicion de tagatosa mas sacarosa indico que

para ambas cepas bacterianas disminuyd la cantidad de ufc/mL en la medida que se

aumentaba la concentracion de tagatosa, manteniendo constante la de sacarosa, por ende,

su valor mas bajo fue con tagatosa al 100%, dando en Lactobacillus spp un 2,6x10° +

4,3x10°y en Streptococcus mutans un 1,5x10° + 2,8x10° (Tabla 4).

TABLA 4. Recuento bacteriano segun % de tagatosa + sacarosa en ufc/mL a los 30

Tagatosa 25% + sacarosa
Tagatosa 50% + sacarosa
Tagatosa 75% + sacarosa

Tagatosa 100% +

minutos.

Lactobacillus spp

Media
5,3 x 10°
4,2 x 10°
3,8 x 10°

2,6 x 108
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DE
10,0 x 10°
0,9 x 10°
0,8 x 10°

4,3x10°

Streptococcus mutans

Media
>> 108
2,2 x 108
1,9 x 10°

1,5 x 108

DE
0,0
3,4x10°
0,5x 10°

2,8 x 10°



Sacarosa

El comportamiento bacteriano en funcion del tiempo, desde la exposicion a tagatosa al
50%, indico en Lactobacillus spp una disminucion, siendo su valor mas bajo a los 240
minutos con 4,1x10° + 4,6x10% su valor méas alto en cuanto a la cantidad de ufc/mL a
los 0 min con 6,0x10° + 6,1x10°. De distinta forma, Streptococcus mutans demostré que
a medida que transcurria el tiempo la cantidad de ufc/mL fue en aumento, siendo su
valor méas bajo a los 0 min con 1,8x10° + 1,1x10% su valor mas alto a los 240 minutos

con >>105, lo que ocasiond el tapiz completo de la placa Petri (Tabla 5).

TABLA 5. Recuento bacteriano en ufc/mL de tagatosa al 50% en funcion del tiempo.

Lactobacillus spp Streptococcus mutans
Media DE Media DE
Tagatosa a los 0 min 6,0 x 10° 6,1 x 10° 1,8 x 108 1,1 x 10°
Tagatosa a los 30 min 5,6 x 10° 7,6 x 10° 2,2 x 108 2,3x10°
Tagatosa a los 60 min 4,9 x 10° 6,9 x 10° 2,3 x 10° 0,8 x 10°
Tagatosa a los 240 min 4,1 x10° 4,6 x10° >> 108 0,0x 10°

Con respecto al crecimiento bacteriano y sus respectivos controles a los 60 minutos
desde la exposicion a la solucion, se puede observar el nulo crecimiento con

clorhexidina, tanto para Lactobacillus spp como para Streptococcus mutans con 0,0 £
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0,0. Por el contrario, la que presentd mayor crecimiento en el caso de Lactobacillus spp
fue la sacarosa con un 5,7x10° + 5,0x10° y en el caso de Streptococcus mutans fue la
tagatosa al 50% con un valor de 2,3x10° + 0,8x10°. Para ambas cepas bacterianas la
tagatosa al 50% presenta mayor crecimiento bacteriano en comparacién con su control

negativo con agua destilada (Tabla 6).

TABLA 6. Recuento bacteriano en ufc/mL de tagatosa y controles a los 60 min.

Lactobacillus spp Streptococcus mutans
Media DE Media DE
Tagatosa 50% 4,9 x 106 6,9 x 10° 2,3 x 10° 0,8 x 10°

Tagatosa 50% + sacarosa 5,6 x 10° 0,3x 10° 2,0 x 106 3,1x10°

Clorhexidina (+) 0,0 0,0 0,0 0,0

Agua destilada (-) 3,7 x 106 10,3x10°  0,9x10° 0,8 x 10°
Sacarosa 5,7 x 10° 5,0 x 10° 2,1 x 10° 3,7x10°
Sucralosa 5,2 X106 5,4 x 10° 1,4 x 108 2,4 x 10°

Relacionado con la variacién de pH en el tiempo, posterior a la aplicacion de tagatosa en
Lactobacillus spp, es posible visualizar que desde el minuto O hasta el minuto 30 existio
en todas las concentraciones una acidificacion del medio, siendo su valor mas bajo a los
30 minutos con tagatosa al 50% obteniendo un pH de 6,19 y su valor mas alto con

tagatosa al 100% con un pH de 6,29. Transcurrido el tiempo, desde los 30 a 60 minutos
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todas las concentraciones presentan un aumento de pH hacia un medio més basico

(Figura 1).

6.6

6.5 n

6.4 ¢— Tagatosa 25%

=== Tagatosa 50%

T 63
;i Tagatosa 75%
6.2

==é==Tagatosa 100%

6.1

0 30° 60°
Tiempo

FIGURA 1: Variacion de pH en el tiempo para Lactobacillus spp. expuesto a tagatosa.

De la misma forma pero aplicada a Streptococcus mutans, se observé que desde el
minuto O hasta el minuto 30 también existe en todas las concentraciones de tagatosa una
acidificacion del medio, con su valor mas bajo para tagatosa al 50% y 75% con un pH de
6,21 y su valor méas basico con tagatosa al 100 % con un pH de 6,25. Transcurrido el
tiempo, desde los 30 a 60 minutos todas las concentraciones continGan presentando una
disminucion de pH hacia un medio méas acido, alcanzando su valor méas bajo la tagatosa

al 25% con un pH de 6,16 (Figura 2).
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FIGURA 2: Variacion de pH en el tiempo para Streptococcus mutans expuesto a

tagatosa.

La variacion de pH en el tiempo para Lactobacillus spp relacionada con sus controles,
demostrd que la tagatosa al 50% obtuvo el valor méas &cido a los 30 minutos con un pH
de 6,19, méas acido que el control negativo con un pH de 6,38, e incluso por bajo la
sacarosa, que obtuvo un valor de 6,43; por el contrario, el valor mas basico en el mismo

tiempo lo obtuvo el control positivo con clorhexidina, con un pH de 6,46 (Figura 3).
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FIGURA 3: Variacion de pH en el tiempo para Lactobacillus spp. en relacion a los

controles.

Por el contrario, la variacion de pH en el tiempo para Streptococcus mutans relacionada
con sus controles, demostrd que la sucralosa obtuvo el valor mas acido a los 30 minutos
con un pH de 6,19, sequida por la tagatosa al 50% con un pH de 6,21 y luego por la
sacarosa con un valor de 6,22; todas indicando valores mas &cidos que con agua
destilada que dio un pH de 6,28; a diferencia de lo anterior, el valor méas béasico en el
mismo tiempo lo obtuvo el control positivo con clorhexidina, con un pH de 6,48 (Figura

4),
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FIGURA 4: Variacion de pH en el tiempo para Streptococcus mutans en relacion a los

controles.

Los resultados de la actividad antimicrobiana de Streptococcus mutans y Lactobacillus
spp., posterior al analisis de halo de inhibicion estuvo presente sélo en el caso del
control positivo con clorhexidina al 0,12%, en todas las demas soluciones empleadas no

se observo halo de inhibicion, independiente de la concentracion utilizada (Figuras 5 y

6).

FIGURA 5: Halo de inhibicion en Streptococcus mutans expuesto a tagatosa al 50%,

sacarosa Y clorhexidina al 0,12% respectivamente.
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FIGURA 6: Halo de inhibicion en Lactobacillus spp. expuesto a sacarosa, tagatosa al

50% mas sacarosa y clorhexidina al 0,12% respectivamente.

DISCUSION

El uso de endulzantes no cariogénicos representa hoy en dia un importante método para
prevenir la caries dental, por lo que a partir de esta premisa es que se han identificado y
clasificado diversos edulcorantes como el xilitol, la isomaltosa, la sucralosa y la D-
tagatosa como edulcorantes que no son fermentados por las bacterias de la placa dental,

es decir, amigables con la salud dental (Leskinen, 2007).

En el presente estudio se demostro que frente a la exposicion a tagatosa en sus diversas
concentraciones, el pH para Lactobacillus spp. y Streptococcus mutans se volvia mas
acido, inclusive en comparacion con la sacarosa quién demostrd una acidificacion menor
(Figuras 3 y 4). Lo anterior difiere a lo descrito por Vastenabond & cols. (2011) en
relacion al efecto de la D-Tagatosa con la formacion de caries dental, ya que realizaron
un estudio en base a enjuagues con D-tagatosa y sacarosa, en donde concluyen que a los

30 minutos de enjuagarse con D-tagatosa no se alcanza un pH critico, mientras que al
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hacerlo solamente con sacarosa, éste descendia logrando incluso un pH bajo 5.0. Esta
discrepancia puede ser explicada por la formulacion de la tagatosa comercial, ya que
ésta, al igual que otros edulcorantes, presenta entre sus componentes algunos agentes de
carga o excipientes, que corresponden a elementos destinados a favorecer la consistencia
0 mejorar el sabor. Dentro de los excipientes que contiene la tagatosa utilizada se
encuentran la inulina y los oligosacéaridos, que son carbohidratos que pueden ser
fermentados por bacterias cariogénicas como S.mutans para producir acidos y por
consiguiente generar un descenso en el pH de la cavidad oral (Ojeda, Oviedo & Salas,
2013). Esto podria significar que a pesar de los posibles beneficios de este edulcorante
en la cavidad bucal, no seria efectivo debido a la ineficacia de los formatos

comercializados para la poblacion.

En base a los resultados que se obtuvo al exponer a Streptococcus mutans y
Lactobacillus spp a tagatosa mas sacarosa, se evidencid un menor crecimiento
bacteriano en la medida que se aumentaba la concentracion de tagatosa (Tabla 3). En
relacién a lo anterior, en el estudio realizado por Sawada & cols. (2015) se establece que
la D-tagatosa podria incluso superar a otros edulcorantes en la categoria de no
cariogénicos, como por ejemplo al xilitol, que vio afectada su capacidad de suprimir la
produccién de &cidos cuando se agregd sacarosa, a diferencia de la D-tagatosa que fue
capaz de inhibir la actividad de la sacarosa. También Hasibul & cols. (2018) concluyen
que la D-tagatosa produce un retardo en el crecimiento in vitro de S. mutans, asi como
una reduccién de la formacion de biopelicula al interferir con la utilizacion de sacarosa,

estableciendo que la D-tagatosa podria competir en el uso de la glicosiltransferasa
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bacteriana. En el presente estudio, los resultados podrian eventualmente deberse a una
saturacion del medio que impediria mayor crecimiento bacteriano, mas que a un efecto
inhibitorio de la tagatosa a la sacarosa, ya que todos los resultados indican que la
tagatosa comercial utilizada seria efectivamente metabolizada por las bacterias
cariogénicas, ya que en su mayoria, independiente de la concentracion utilizada, se
evidencia mayor crecimiento bacteriano (Tablas 2 y 5) y un pH mas acido (Figuras 3 y

4) en relacion a su control negativo.

De las placas realizadas para estudiar la actividad antimicrobiana, se observo
inexistencia de halo de inhibicion, tanto para Lactobacillus spp. como para
Streptococcus mutans, expuestos a tagatosa en sus diversas concentraciones,
independiente de la adicién de sacarosa, como ademas, en sus controles con agua
destilada, sacarosa y sucralosa, siendo las placas Petri con clorhexidina al 0,12% las
unicas con presencia de halo de inhibicion. No se han encontrado estudios que evalten
la actividad antimicrobiana de la tagatosa, a diferencia de otros edulcorantes como el
xilitol y stevia, en donde Tovar & Cupé (2016) determinaron que ambos forman halo de
inhibicién comprobando su eventual actividad antimicrobiana frente a S. mutans.
Incluso, se ha demostrado la eficacia clinica a partir de enjuagues bucales de xilitol y
clorhexidina (Jain & cols, 2015). Dicho lo anterior, no se le puede atribuir un efecto

bacteriostatico o bactericida a la tagatosa comercial utilizada en este estudio.

Segun un estudio realizado por Deok-Kun. (2007) la D-tagatosa ha demostrado ser un

edulcorante con abundantes beneficios tanto fisicos, quimicos y biologicos, en especial
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para el uso de diversos formados comerciales asociados al area dental. Sin embargo, se
sugiere un estudio exhaustivo en relacién al tipo de tagatosa a utilizar, ya que segun los
resultados obtenidos en el presente estudio, este formato comercial de tagatosa podria
ocasionar un aumento de la actividad bacteriana cariogénica por sobre un beneficio en la
salud bucal. Es por ello importante la realizacion de nuevos estudios, que utilicen
tagatosa tanto de uso comercial como pro analisis, y que comparen su efecto sobre el
crecimiento de S.mutans y Lactobacillus spp., ya sea, en presencia como en ausencia de
sacarosa afiadida, como de igual forma en relacion a controles positivos y negativos,
para comprobar que los beneficios asociados a este edulcorante son realmente aplicados

a la salud de las personas a traves de los formatos comercializados.
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CONCLUSION

Los resultados demuestran la existencia de crecimiento bacteriano, ausencia de halo de
inhibicion y una curva de pH mas &cida en cepas de Streptococcus mutans y
Lactobacillus spp. expuestas a tagatosa en funcion del tiempo y en comparacion a

controles con clorhexidina al 0,12%, agua destilada, sacarosa y sucralosa.

Se evidencié aumento de crecimiento bacteriano al aplicar Tagatosa al 50% en un
tiempo de 30 minutos, obteniendo para Streptococcus mutans un valor de 2,2x10°
ufc/mL + 2,3x10° y un pH de 6,21. Lactobacillus spp. presentd un crecimiento
bacteriano de 5,6x10° ufc/mL + 7,6x10° con un pH de 6,19; ambos demostrando incluso
valores méas &cidos y de mayor crecimiento que ante la exposicion al control negativo
con agua destilada. Ambas cepas no presentaron halo de inhibicién frente a la tagatosa
independiente de la concentracién utilizada a excepcion de las expuestas a su control

positivo con clorhexidina al 0,12%.

Los resultados obtenidos contrastan con los supuestos de investigacion planteados al
inicio del estudio, por lo que es necesario realizar nuevos estudios en base a tagatosa de
uso comercial para ver su real efecto y beneficio sobre la poblacion en general, para ver

que las aplicaciones que se le dan a este edulcorante sean realmente las adecuadas.
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