REV. INVESTIG. ALTOANDIN

Rev. Investig. Altoandin. 2015; Vol 17 N° 2: 173 - 182

http:/lhuajsapata.unap.edu.pe/ria - http://dx.doi.org/10.18271/ria.2015.110

ARTICULO ORIGINAL

Mayo - Agosto - ISSN V.I: 2306-8582 V.D: 2313-2957

Efecto antibacteriano sobre el Streptococcus mutans (ATCC®25175) y perfil de
compuestos fenélicos de la manzanilla (Matricaria chamomilla L.) cultivada en

Puno.

Mirelia Janeth Talavera Apaza

Doctoris Scientiae en Ciencias de la Salud, docente de la Escuela Profesional de Odontologia - Facultad de Ciencias de la Salud de la
Universidad Nacional del Altiplano - Puno ; correspondencia: mireliajt@gmail.com

INFORMACION DEL ARTICULO

Art. Recibido 15/marzo/2015
Art. Aceptado 10/agosto/2015
online: 14/setiembre/2015

PALABRAS CLAVE:

* Matricaria chamomilla L.
* caries dental

* acidos fendlicos

* flavonoides

ARTICLE INFO

Article Received 15/march/2015
Article Accepted 10/august/2015
online:14/setember/2015

KEY WORDS

* Matricaria chamomilla L.
* dental caries

* phenolic acids

* flavonoids

Rewv Investig. Altoandin. 2015, 176/ 17 Nro 2:

RESUMEN

Los objetivos de esta investigacion fueron caracterizar el perfil de compuestos fendlicos del extractoy la
infusion de manzanilla por cromatografia liquida de alta performancia (HPLC-DAD) y evaluar el efecto
antibacteriano de la infusién de manzanilla sobre el Streptococcus mutans (ATCC 25175), utilizando el test de
difusion endisco. Los principales compuestos fendlicos encontrados corresponden a los flavonoides, seguidos
por los acidos fendlicos. El contenido total de compuestos fendlicos en elextractoy enlainfusion fueron 37,51
y 26. 95 mg/g de peso seco (PS), respectivamente. El extracto de manzanilla presenté mayor contenido de
flavonoides comparado con lainfusion (21.72 y 15.8 mg/g PS, respectivamente), y mayor contenido de acidos
fendlicos (17.08 y 9.87 mg/g PS, respectivamente). Los derivados de flavonoides detectados fueron apigenina,
quercitina, catequina y luteolinay los derivados de acidos fendlicos fueron p-cumarico y cafeico. La apigenina,
fue el mayor compuesto fenolico presente en ambos productos de la manzanilla (12.41y 10.01 mg/g PS). El
contenido de compuestos fenolicos presentes en ambos productos nofue significativamente diferente (p>0.01).
Lainfusidén no mostro actividad antibacteriana sobre el Streptococcus mutans lo que podria indicar que los
compuestos fendlicos responsables de estas propiedades, no estan en concentraciones adecuadas. Se
sugiere realizar estudios en infusiones de manzanilla con mayores concentraciones. En conclusion, el perfil de
compuestos fendlicos de ambos productos de manzanilla fue ligeramente diferente. El mayor compuesto
fendlico presente corresponde alos flavonoides. La manzanilla es una ricafuente de compuestos fenolicos con
importantes propiedades medicinales.

Antibacterial effect against Streptococcus mutans (ATCC 25175) and phenolic compounds profile
of chamomile (Matricaria chamomilla L.) cultivated in Puno.

ABSTRACT

The objectives of this research were to characterized of phenolic compounds profile from extract and infusion of
chamomile by high performance liquid chromatography (HPLC-DAD) and to evaluate of antibacterial effect from
chamomileinfusion on Streptococcus mutans (ATCC 25175), using the disk diffusion test. The main phenolic
compounds encountered comesponded toflavonoids, followed by phenolic acids. The total amountof phenalic
compounds in extract and infusion were 37.51 and 26.95 mg/g of dry weight (DW), respectively. Chamomile
extract presented major content of flavonoids compared to infusion (21.72 and 15.8 mg/g DW, respectively) and
mayor content of phenolic acids (17.08 and 9.87 mg/g DW, respectively). Flavonoids derivatives detected
were apigenin, quercetin, catechin and luteolin, and the phenolic acids derivatives, were p-coumaric and
caffeic. Apigenin, was the major phenolic compound present in both products of chamomile (1241 and 10.01
mg/g DW). The content of phenolic compounds presents in both products were not significantly different
(p>0.01). The infusion showed no antibacterial activity on Streptococcus mutans which could indicate that the
phenolic compounds responsible for its antibacterial properties, were not in adequate concentrations. It suggests
performing studies in infusions of chamomile with concentrations above. Inconclusion, phenolic compounds
profiles from both products of chamomile were slightly different. Chamomile is a rich source of phenolic
compounds with important medicinal properties. Major phenolic compound coresponded to the flavonoids.
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INTRODUCCION

La caries dental, ha sido definida como una enfermedad infecciosa,
localizada, transmisible, post eruptiva y muy prevalente, de origen
multifactorial, que termina con la destruccion de los tejidos duros del
diente; cuando el proceso dinamico constante de desmineralizacion y
remineralizacion en los dientes, es alterado, por el exceso de produccion
de acidos de microorganismos cariogénicos, encombinacion con sus
factores de virulencia (Liébana, etal., 2002). Sin ser una enfermedad
que comprometa la vida, entérminos de dolor, deterioro funcional,
disminucion de la calidad de vida, costosa y con una duracién de por
vida, es de gran impacto en los individuos y en la sociedad.
Constituyéndose actualmente, en una de las patologias bucales mas
prevalentes y de amplia distribucion por todo el mundo, siendo un
importante problema de salud ptblica.

Enindicadores epidemioldgicos, la Organizacion Mundial de la Salud
(2004), ha declarado que se estimaque cinco mil millones de personas
en el planeta han sufrido caries dental, que afecta al 60% y 90%de la
poblacién escolar, y a la gran mayoria de los adultos. La Organizacién
Panamericana de la Salud (1997) menciona: «La caries dental es la
enfermedad mas comun entre los nifios de la region de las Américas;
aproximadamente el 90% de los escolares de 5a 17 afios tienen caries
dental, sin embargo, gracias a laintervencion temprana, puede tratarse
o incluso evitarse». El Ministerio de Salud (2005) refiere: «La condicion
de SaludBucal en el Pert, atraviesa una situacion critica, debido ala
alta prevalencia de enfermedades Odontoestomatoldgicas; siendo la
caries dental la enfermedad més prevalente con 90%, y ademés tiene
uno de los indices més elevados de caries dental de América Latinay.

Sibien los estudios experimentales en animalesy observacionales en
humanos, han demostrado que la habilidad de inducir caries dental, no
es propiedad exclusiva de una especie en particular, han dejado
claramente establecido que los Streptococcus mutans de la placa
dental, son los microorganismos cariogenicos mas asociados aesta
enfermedad, por lotanto, las estrategias de aislamiento, identificacion,
tipificacion, prevencion y control se han dirigido hacia la disminucién o
eliminacién de estas bacterias enlacavidad oral (Liébana, et al., 2002,
Umar et al., 2005)

Seconsideraque el Streptococcus mutans es sensible avarios agentes
antibacterianos utilizados en enjuagues bucales, como laclorhexidina
y el triclosan. Estos se emplean preventivamente, en el tratamiento
de pacientes con alto nimerode estabacteriaen la cavidad oral, con
el proposito de reducir su nimero y evitar la generacién de caries
(Bascones y Morante, 2008; Aguilera et al., 2011). Dentro de ellos, la
clorhexidina, es el agente antibacteriano més utilizado, sin embargo, se
conoce que su uso prolongado o en exceso, produce efectos adversos
en el organismo y en la estética oral (Matur et al., 2011).

Ha surgido deesta forma lanecesidad delograr sustancias antibacterianas
sobre el Streptococcus mutans que puedan ser utilizadas como
enjuagues bucales y sin tales efectos colaterales. Las plantas y sus
propiedades antimicrobianas, son una alternativa valida; sus productos
naturales, no son toxicos, tienen menos efectos secundarios que las
drogas sintéticas, y son accesibles a precios asequibles
(Chandrasekaran et al., 2010). Dentro de ellas tenemos ala Matricaria
chamomilla L. (Asteracea), cominmente conocida como manzanilla.
Sus propiedades antibacterianas sobre el Streptococcus mutans, han
sidoinvestigadas mediante extractos y aceites esenciales, preparados

a partir de sus flores secas, demostrandose su accion en el control de
laplaca dental (Sainz de Net y Ruiz, 2004; Albuquerque et al., 2010;
Carcamo etal., 2011; Rodriguez et al., 2013), sin embargo, la infusién
de manzanilla ha demostrado que tiene multiples beneficios médicos
bien conocidos, pero su posible uso como antibacteriano sobre el
Streptococcus mutans no reine muchas referencias.

Se haplanteado el estudio del efecto antibacteriano in vitrode lainfusion
de manzanilla sobre el Streptococcus mutans, para que pueda ser
utilizada como enjuague bucal, considerando que lainfusion es, por
mucho, de facil acceso, bajo costo, se encuentraal alcance de cualquier
persona, no presenta efectos secundarios indeseables, ademas su
elaboracion es sencilla. Caracteristicas que permitirian su utilizacion
como enjuague bucal, luego del cepillado dental, en una mayor poblacion
y, de esta forma ayudaren laprevencidny disminucion de la incidencia
de caries dental.

Muchas de las propiedades que se le han atribuido a las plantas
utilizadas en la medicina tradicional, para aliviar o curar una serie de
dolencias en el hombre, estarian muy relacionadas con los principios
activos que ellas presentan. Porlo que, se hace necesario identificarlos,
para poder encontrar la relacidn causa-efecto que ellos producenen la
prevencion o cura de enfermedades. Troncoso et. al., (2005), ha
establecido que estos principios activos, no son considerados esenciales
para lasalud humana, pero pueden tener un impacto significativo en el
curso de un rango de enfermedades.

Dentro de estegrupo de principios activos, se encuentran los compuestos
fendlicos, que son cominmente hallados en las plantas. Entre sus
efectos positivos relacionados y reportados en la literatura figuran el
actuar como: antiinflamatorio, analgésico, sedante, antialérgico,
antimicrobiano, antihiperglucemia, antiespasmaodico, entre otros. En la
manzanilla, investigaciones recientes apoyan que estos efectos
farmacoldgicos, son en parte debido a los principios activos identificados
como compuestos fendlicos (McKay, Blumberg, 2006; Maschi et al.
2008; Bozorgmehr et al., 2012; Darvishpadok, 2012).

Mediante lacromatografia liquida de alta performance (HPLC-DAD), se
ha realizado la determinacion de compuestos fendlicos en el extracto
manzanilla (Mulinacci et al., 2000; Srivastava y Gupta, 2009; Novakova
etal. 2010), en lainfusion (Moraes de Souzaet al. 2008; Mufioz et. al.,
2012) y en lainfusion y decoccidn a lavez (Guimaraes et al., 2013).
Consideramos que es importante realizar el analisis por HPLC-DAD
del extractoy de lainfusion de manzanilla, para poder comparar el perfil
de compuestos fendlicos presentes en ambos productos; comparacion
que podriadeterminar una relacion de causa-efecto de sus propiedades
antibacterianas sobre el Streptococcus mutans.

La presenteinvestigacion tuvo como objetivos principales: caracterizar
el perfil de compuestos fendlicos presentes en lainfusion y en el extracto
de manzanilla mediante el analisis por HPLC-PAD y evaluar el efecto

antibacteriano in vitro de lainfusion de manzanilla sobre el Streptococcus
mutans mediante el test de difusién en disco.

MATERIALES Y METODOS
Material

Flores de manzanilla (Matricaria chamomilla L.). Fueron
proporcionadas porlos productores del centro poblado de Jayllihuaya
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distrito de Puno, provincia de Puno, departamento de Puno-Per,
durante el afio 2014. Laidentificacion taxonémica de la planta fue realizada
por el Herbario de la Facultad de Ciencias de laUniversidad Nacional
Agraria la Molina (UNALM), Lima- Per(.

Microorganismo. Cepa estandarizada de Streptococcus mutans
ATCC®25175, adquirida de Microbiologics ® Inc., por el laboratorio de
Ecologia Microbiana y Biotecnologia «Marino Tabusso» — UNALM.

Preparacion de las muestras

Recoleccion, seleccion, limpieza y desecacion. La recoleccion se
realizd de formamanual, cuando la flor estaba en plena apertura, dejando
sblo 1 cm de tallo. La muestra se transport6 en bolsas de papel
correctamente rotuladas. Laseleccion y limpieza se realizo también de
forma manual, solo se consideraron las flores que no presentaran dafios
fisicos ni microbiologicos; se eliminaron los restos de materias extrafias,
tierra, entre otros. Las flores se deshidrataron a una temperatura
aproximada de 20°C, por 17 dias, sobre cajas de carton cubiertas con
papel (Ocampo Sanchez, 2000).

Preparacion de las infusiones de 2%, 4% y 8 % de manzanilla.
Se pesd 4 g de flores de manzanilla y se le agregd 50 mL de agua
mineral esterilizada a 100°C (infusién 8%) se puso en reposo durante
5 minutos y se procedié afiltrar. Elliquido obtenido fue esterilizado por
filtracion en unembudo con papel filtro estéril de 22 um de poro, a partir
deella se realizaron las infusiones de 4% y 2%, con la misma agua
mineral que se uso para el control negativo; procedimiento adaptado de
Guimaraes et al., 2013.

Preparacion del extracto de manzanilla. Se pes6 3,5 grde flores de
manzanilla y se le adiciond 100 mL de metanal 80%, bajo condiciones
de oscuridad y con nitrégeno; se agitd vigorosamente por 1 hora a
temperatura ambiente, se procede a centrifugar a 6000 rpm por 15
minutos, se obtuvo un sobrenadante 1; el pellet se adiciona 50 mL de
metanol 80%, bajo condiciones de oscuridad y con nitrégeno; se agitd
vigorosamente por 30 minutos a temperatura ambiente, se procede a
centrifugar a 6000 rpm por 15 minutos, se obtuvo un sobrenadante 2.
Ambos sobrenadantes se mezclan y se procede a realizar el analisis
porHPLC-DAD, procedimiento adaptado de Mulinacci et al. (2000).

Determinacion del perfil de compuestos fenélicos de la manzanilla

Serealizd en lainfusion al 2% y en el extracto de lamanzanilla, en el
Instituto de Biotecrologia- Area de Biotecnologia Industrial de la UNALM.
La extraccion de compuestos fenélicos por el método HPLC-DAD, fue
tomado de Chirinos et al., (2011), donde se definieron los parametros
de extraccion de estos compuestos de la manzanilla. El perfil
cromatografico de los compuestos fendlicos, presentesen las fracciones
obtenidas para ambos productos, fueron determinadas a 280, 320 y 360
nm debido aque la mayor parte de los compuestos fenolicos detectados
presentaron maximas absorbancias a esas longitudes de onda. Los
analisis cromatograficos se realizaron por triplicado.

La identificacion de los picos de los compuestos fendlicos en las flores
se realiz6 con el detector de DAD que es capaz de detectar y registrar
simultdneamente cromatogramas a diferentes longitudes de onda
logrando obteneren primer lugar los espectros de absorcién en un
amplio rango UV —visible (de 200 a 700 nm) de los picos de interés ,
en segundo lugar de los cromatogramas obtenidos se pueden determinar
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los tiempos de retencidn para cada pico; estas dos caracteristicas
fueron comparadas con la de los estandares de compuestos fendlicos
previamente inyectados para lograr identificar alos principales fendlicos
presentes en las muestras. Se consideraron como «derivados» alos
compuestos fendlicos que presentaron el mismo espectro de absorcion
al de unestandarfendlico mas no el mismo tiempo de retencion, de esta
forma se obtuvo un panorama del tipo de familias de compuesto fenélico
presentes.

Determinacion del efecto antibacteriano in vitro de manzanilla
por el andlisis del test de difusion por disco

Se realizo en el laboratorio de Ecologia Microbiana y Biotecnologia
«Marino Tabusso» de la UNALM. Se evalud el efecto antibacterianoin
vitro de la infusién de manzanilla sobre el Streptococcus mutans, en
tres concentraciones (2%, 4% y 8%). Se tuvo un control positivo C+:
clorhexidina al 0,12% y un control negativo C- : agua mineral
esterilizada. Serealizo tres repeticiones de cada tratamiento, sumando
un total de 15 unidades experimentales.

Reactivacion de la cepa de Streptococcus mutans ATCC®25175.
Se procedio aextraer el hisopo que se encontraba en el contenedor de
lacepa de Streptococcus mutans ATCC®25175, se realiz6 la siembra
en una placa de Agar Muller Hinton y se incubé a 35°C por 24 horas.
Deesta cepa reactivada se inoculd una asada en caldo nutritivo por un
periodo de 24 horas a 28°C en movimiento constante, de acuerdo al
manual del proveedor Microbiologics ® Inc. que viene junto con la
cepa estandarizada.

Preparacion delinéculo. Del cultivo de Streptococcus mutans de 24
horas se extrajo una alicuota de 1000 uL y se procedié a medir al
espectrofotémetro aunalongitud de onda de 600 nm. A partir de este se
realizo una dilucién en caldo nutritivo hasta alcanzar los 0.5 McFarand.
De estadilucién se agregd 100 uL a cada placa y se extendi6 con un
asa de digralsky, luego, se dejo secar por aproximadamente 15 minutos
(Negroni, 2010).

Colocacion de discos de antimicrobiano. Se sumergieron 5 discos
de 5 mm de diametro y 0.02 mm de espesor en cada una de las
infusiones (8%, 4%y 2%) y en los controles positivo, clorhexidina al
0,12% (C+) y negativo, agua mineral esterilizada (C-) se dejé en
incubacion a 35°C por 24 horas (Negroni, 2010).

Medicion de los halos de inhibicion. Después de retirar la placa de
laincubadora, se examind detenidamente la placa para verificar que el
crecimiento sea uniforme y confluente de tal modo que se pueda identificar
zonas sin crecimiento bacteriano (Negroni, 2010).

Anadlisis estadistico

Se determin el promedio aritmético del halo de inhibicién de la clorhexidina
(C+); del contenido de compuestos fendlicos totales, de acidos fendlicos
y de flavonoides presentes en ambos productos de la manzanilla. Se
utilizaron graficos para comparar los mg/g muestra de los compuestos
fendlicos presentes en ambos productos. Se utilizd la prueba estadistica
t de student, paracomparar el perfil de compuestos fendlicos presentes
en ambos productos y poner a prueba las hipdtesis, determinando
diferencias estadisticamente significativas o no. Los analisis estadisticos
se realizaron conun nivel de significancia de a=0,01.
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RESULTADOS

1. Perfil de compuestos fendlicos presentes en la manzanilla
analizados por HPLC-DAD

Compuestos fendlicos presentes en la infusion. Elcromatograma
HPLC-DAD de lainfusién de manzanilla se registrd a 280 nm (Figura
1). Sedetectaron un total de 29 picos, los cuales presentaron tiempos
de retencion entre los 25.44 y 90.25 minutos. Los picos detectados
mostraron caracteristicas espectrales UV-Vis similares alos compuestos
fendlicos tales como: 1) Derivados de acidos fenélicos hidroxicinamicos
picos 1,3,4,6,7,14, 15, 18-20, 23 (cuantificados como &cido cafeico
a320 nm)y picos 28 y 29 (cuantificados como acido fi-cumarico a 320
nm); 2) Derivados de flavonoides picos 2 y 9 derivado de flavanol
(cuantificado como catequina a 280 nm); picos 8, 10,12, 13, 17y 21
derivado de flavonol (cuantificados como quercitinaa 360 nm), pico 11
derivado de flavona (cuantificado como luteolina @320 nm) y picos 16,
22,24, 25-27 (cuantificados como apigenina a 320 nm). El pico méas
representativo fue el 16 (apigenina).

Compuestos fendlicos presentes en el extracto. El cromatograma
HPLC-DAD del extracto de manzanilla se registrd a 280 nm (Figura 2).
Se detectaron un total de 25 picos, los cuales presentaron tiempos de
retencion entre los 36,37 y 90.26 minutos. Los picos detectados
mostraron caracteristicas espectrales UV-Vis similares a compuestos
fendlicos tales como: 1) Derivados de acidos fenélicos hidroxicinamicos
picos 1, 3, 4, 11,y 15 (cuantificados como &cido cafeico a 320 nm);
picos 18, 23-25 (cuantificados como acido fi-cumaricoa 320 nm) y pico
2 (cuantificado como acido clorogénicoa 320 nm); 2) Derivados de
flavonoides pico 6 derivado de flavanol (cuantificado como catequinaa
280 nmy; picos 5,7, 9, 10,13 y 14 derivado de flavonol (cuantificados
como quercitinaa 360 nm); picos 8 y 16 derivado de flavona
(cuantificados como luteolinaa 320 nm) y picos 12, 17, 19-21
(cuantificados como apigeninaa 320 nmy; pico 22 derivado de flavanona
(cuantificado como eridictiola280nm). El pico mas representativo fue
el 25 (p-cumarico).

Contenido total de compuestos fendlicos. El extracto presento
mayor valor medio de cantidad total de compuestos fendlicos que la
infusion (Figura 3). El contenido de compuestos fendlicos totales no fue
estadisticamente diferente, entre ambos productos de manzanilla
(p>0,01).

Contenido de compuestos fendlicos tales como acidos fendlicos
y flavonoides. El extracto presentd mayor valor medio de concentracion
de acidos fendlicos y flavonoides que la infusion (Figura4). El contenido
de &cidos fendlicos y flavonoides no fue estadisticamente diferente
entre ambos productos de la manzanilla (p>0,01).

Contenido de derivados de acidos fenélicos. El extracto presento
mayor contenido del acido fendlico hidroxicinamico tipo p-cumérico y la
infusion mayor contenido del &cido fenolico hidroxicinamico tipo cafeico
(Figura 5). El contenido de los acidos fendlicos hidroxicinamicos p-
cumarico y cafeico no fue estadisticamente diferente entre ambos
productos dela manzanilla (p>0,01).

Contenido de derivados de flavonoides. La infusion presenté mayor
concentracion del flavonoide tipo flavanol, y el extracto presentéd mayor
concentracion de flavonoides tales como flavonol y flavona; sélo el
extracto presentd el flavonoide tipo flavanona (Figura 6). El contenido

de flavonoides tales como flavanol, flavonol y flavona no fue
estadisticamente diferente entre ambos productos de lamanzanilla
(p>0,01).

Contenido de derivados de los flavonoides tipo flavanol,
flavonol, flavona y flavanona. La infusién presenté mayor
concentracion de flavanol tipo catequina y el extracto presentd mayor
concentracion de flavonol tipo quercitina, de flavonas tales como lutedlina
y apigenina, séloel extracto presentd flavanona tipo erodictiol (Figura
7). Elcontenido de catequina, quercitina, luteolina y apigenina no fue
estadisticamente diferente entre ambos productos de lamanzanilla
(p>0,01).

2. Efecto antibacteriano in vitro de las infusiones al 2%, 4%, 8%
de manzanilla, sobre el Streptococcus mutans.

No se evidencia halos de inhibiciénen las infusiones de manzanilla al
2%, 4% y 8%, tampoco en el control negativo (C-) agua mineral
esterilizada; si se evidencia halos de inhibicion de 2.5 mmen promedio
en el control positivo (C+) colutorio de clorhexidina al 0,12% (Figura
8).

DISCUSION

Esta eslaprimerainvestigacion que realiza ladeterminacion del efecto
antibacteriano in vitro sobre el Streptococcus mutans (ATCC®25175)
y del perfil de compuestos fenolicos mediante HPLC-DAD del extracto
y lainfusién de manzanilla cultivada en Jayllihuaya-Puno.

Mediante el analisis HPLC-DAD, se observé que la infusion y el
extracto de manzanilla, mostraron perfiles cromatograficos de
compuestos fendlicos ligeramente diferentes. En relacion al perfil
cualitativo, ambos productos presentaron los mismos compuestos
fendlicos: acidos fendlicos (p-cumérico y cafeico) y flavonoides
(apigenina, quercitina, catequina y luteolina), a excepcion delflavonoide
erodictiol que sélo estuvo presente en el extracto. La presencia de
estos compuestos fendlicos detectados en ambos productos de la
manzanilla cultivada en Jayllihuaya-Puno, seria un indicador de
beneficios sobre la salud general y bucal.

Srivastavay Gupta, (2009); Mulinacci et al. (2000) y Novakova et al.
(2010), informaron como principal compuesto fendlico detectado ala
apigenina glucdsido 7-O y otros derivados de apigenina; resultados
similares a lapresente investigacion que detecté a la apigeninacomo
principal compuesto fenélico presente en lainfusién y en el extracto de
manzanilla.

También Franke y Schilcher, (2005) refieren que el contenido de
flavonoides en el extracto hidroalcohdlico de flor de manzanilla es el
factor de calidad, y que la apigenina es un constituyente mayoritario de
este extracto; en la presente investigacion se encontrd también estos
resultados en ambos productos de manzanilla. Al respecto La Avallone
et al., (2000); Srivastava y Gupta, (2009); Srivastava et al., (2010),
indican ademés que entre los flavonoides, la apigeninaes el compuesto
mas prometedor y que esta presente en cantidades muy pequefias
como apigenina libre, pero existe predominantemente en |a formade
varios glucésidos. De acuerdo a los autores mencionados, y siendola
apigenina el principal compuesto encontrado en manzanilla estudiada,
podemosindicar que esta planta tiene un alto factor decalidad. Guimaraes
etal., (2013) reportd como principal compuesto luteolina O-acylhexoside,
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en nuestro estudio fue detectado como luteolina, aunque en minima
cantidad.

Mufioz et. al., (2012), realiza su estudio en infusiones de 04 marcas
comerciales (A, B, C, D), reporta que en las infusiones de manzanilla
delas marcas D y C se identificaron el acido cafeico, umbeliferona,
apigenina y hemiarina; mientras que paralas marcas Ay B, laquercetina
también estuvo presente, ademas de los compuestos encontrados en
las marcas D y C; sin embargo, hay que destacar que la mayoriade
estos compuestos se encontraron en cantidades traza. Mulinacci et al.
(2000, reporto flavonoides y grandes cantidades de &cido cafeico y
acido ferulico. Moraes de Souza et al. (2008), identificd en la infusion
miricefina, kaempferol y quercetina. La presente investigacion detecto
los flavonoides apigenina, quercitina, catequina y luteolinay los &cidos
fendlicos p-cuméricoy cafeico y los flavonoides apigenina, quercitina,
catequina y luteolina, a excepcion del flavonoide erodictiol que so6lo
estuvo presente en el extracto.

Como se puede observar, los autores mencionados han encontrado
perfiles cromatograficos cualitativos de compuestos fendlicos diferentes
alos obtenidos en este estudio; esta variacion probablemente se deberia
a lo mencionado por Salamon, (2007) y Bravo y Jiménez (2011),
quienes refieren que puede existir variacion cualitativay cuantitativa de
compuestos fendlicos presentes en la manzanilla. y en otras plantas,
por varios factores como la variabilidad genética de las plantas, etapa
del desarrollo de la planta, la composicion del suelo, el clima, el método
de cosecha, almacenamiento post cosecha, el muestreo, las practicas
de elaboracion, el método de analisis, entre otros.

Moraes de Souza et al. (2008), indica también en relacion a los factores
que podrian afectar el contenido de compuestos fendlicos encontrados
en infusiones, a la forma de preparacion (planta procesamiento,
concentracion, tiempoy temperatura de infusion), la hierba (especie,
parte utilizada, etapade desarrollo), las caracteristicas de cultivo (suelo,
clima, tensiones) y el método de analisis.

En el perfil cromatogréfico cuantitativo determinado, €l extracto presento
mayor concentracion de compuestos fendlicos que la infusion, resultados
similares a los reportados por Guimaraes (2013) y Novakova et al.
(2010); estasdiferencias en laconcentracion de compuestos fenolicos
entre ambos productos de la manzanilla, se deben probablemente ala
forma de extraccién de estos compuestos. En relacion ala comparacion
de la cuantificacion de compuestos fendlicos detectados en el presente
estudio, no se puede realizar la comparacién con los estudios de
Mulinacci et al., (2000); Srivastava y Gupta, (2009); Novakova et al.
(2010), Mufioz et. al., (2012) y Guimaraes et al., 2013, debido aque
los autores mencionados expresan la cuantificacion en diferentes
unidades de medida. S6lo con Moraes de Souza et al. 2008; quien
identificala quercetinacon una concentracion de 2,36 mg/g y el presente
estudio detectd quercetina en mayor cantidad, 4,98 mg/g muestra.

Los resultados de la presente investigacion evidenciaron, que no existe
efecto antibacteriano in vitro de las infusiones de manzanilla sobre el
Streptococcus mutans, so6lo la clorhexidina al 12% utilizada como
control positivo, tuvo efecto antibacteriano sobre este microorganismo;
probablemente debido a que, los compuestos fendlicos responsables
de laactividad antibacteriana de manzanilla se encuentran presentes,
pero noen las concentraciones adecuadas, lo que nos plantearia realizar
investigaciones en infusiones con mayor concentracién al 8%. Por
otrolado, la variacion del efecto inhibitorio entre las infusiones estudiadas
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y laclorhexidina al 0,12 %, es explicable debido a que, la infusion esta
compuesta por concentraciones de diversos de metabolitos y otras
sustancias propias de los plantas, mientras que la clorhexidinaes un
producto quimico, cuya concentracion de principios activos es mucho
mayor, tal como refieren Bascones y Morante (2008).

CONCLUSIONES

El extracto y la infusion de manzanilla cultivada en Jaylluaya-Puno,
presentaron perfiles cromatograficos, de compuestos fendlicos detectados
por HPLC-DAD, ligeramente diferentes; presentaban los mismos tipos
de compuestos fendlicos como acidos fendlicos y flavonoides, sin
embargo, hubo diferencias en la concentracién. La presencia de este
tipo de compuestos fendlicos seria un indicador de posibles beneficios
sobre la salud bucal.

La infusion de manzanilla no presenté efecto antibacteriano sobre el
Streptococcus mutans (ATCC®25175), probablemente porque, los
compuestos fendlicos, responsables de sus propiedades antibacterianas,
no seencuentran en concentraciones adecuadas. Se sugiere realizar
estudios eninfusiones con concentraciones mayores al 8%.
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Figura 1. Cromatograma HPLC-DAD de compuestos fendlicos presentes en la infusion de manzanilla. Derivados de &cidos cinamicos: picos 1, 3,4,
6,7,14,15,18-20, 23 &cido cafeico y picos 28 y 29 acido fi- c urrarico. Derivados de flavonoides: picos 2y 9 catequina; picos 8, 10,12, 13,17y
21quercitina, pico 11 luteolinay picos 16, 22, 24, 25-27 apigenina.
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Figura 2. Cromatograma HPLC-DAD de compuestos fenélicos presentes enel extracto de manzanilla. Derivados de &cidos cinamicos: picos 1, 3,4,
11 y 15 &cido cafeico; picos 18, 23-25 acido fi- cumarico y pico 2 acido clorogénico. Derivados de flavonoides: pico 6 catequina; picos 5, 7,9, 10
,13y 14 quercitina; picos 8 y 16 luteolinay picos 12, 17, 19-21 apigenina; pico 22 erodictiol.
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Figura 3. Concentracion total de compuestos fenolicos en la infusion y en el extracto de manzanilla analizados por HPLC-DAD. La concentracion de
compuestos fendlicos totales nofue estadisticamente diferente entre ambos productos (p>0,01).
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Figura 5. Concentracion de derivados de acidos fenélicos hidroxicinamicos en la infusion y en el extracto de manzanilla analizados por HPLC-DAD.
La concentracion de acidos fendlicos hidroxicinamicos, p-cumarico y cafeico nofue estadisticamente diferente entre ambos productos (p>0,01).
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Figura 6. Concentracion de derivados de flavonoides en la infusion y en el extracto de manzanilla analizados por HPLC-DAD. La concentracion de
flavanol, flavonol y flavona no fue estadisticamente diferente entre ambos productos. (p>0,01).
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Figura 7. Concentracion de derivados de flavanol, flavonol, flavonay flavanol en lainfusion y en el extracto de manzanilla. analizado por HPLC-DAD.
El contenido de catequina, quercitina, luteolinay apigenina no fue estadisticamente diferente entre ambos productos (p>0,01)

Figura 8. Halos de inhibicién de los tratamientos No se evidencia halos de inhibicién en las infusiones de manzanilla al 2%, al 4%y al 8%, tampoco
en el control negativo (C-) agua mineral esterilizada; si se evidencia halos de inhibicidn de 2.5 mm en promedio en el control positivo (C+) colutorio de

clorhexidina al 0,12%
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