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RESUMEN

En este trabajo, se reporta por primera vez la identificacibn y cuantificacion de los
compuestos volatiles presentes en extractos etandlicos, obtenidos por medio de la
extraccion asistida por microondas (MAE), de las especies Mentha spicata, Mentha
pulegium, tanto Colombianas como Espafiolas y de Minthostachys mollis Colombianas,
empleando la técnica de cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM) y
teniendo como principal interés, los compuestos mayoritarios de la fraccion volatil, donde se
encontr6 como componentes principales, Carvona, p-Mentona, Pulegona, Isomentona y
Oxido de Piperitona. Posteriormente, se realiz6 un andlisis multivariante de clasificacion,
gue permiti6 comparar las muestras por especies y por regiones, con respecto a su
composicion y proporcion. Se encontraron caracteristicas similares entre la muestra de
Minthostachys mollis (MMJB) y las muestras de Mentha spicata (MSC y MSE) con respecto
a la proporcién de componentes principales, mientras que las muestras de Mentha pulegium
(MPC y MPE) y de Minthostachys mollis (MMTJ) presentaron similitud por su contenido alto
en Pulegona, por dltimo se encontraron diferencias entre las muestras analizadas de
Minthostchyas mollis (MMJB y MMTJ) de las cuales, una presentd un alto contenido en

Oxido de Piperitona, mientras que la otra en Pulegona e Isomentona.

Utilizando la técnica de derivatizacion por sililacién, se identificaron y cuantificaron por
primera vez, los carbohidratos presentes en los extractos etandlicos de Menta y
Minthostachys, mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM),

encontrandose la presencia de Sacarosa, Glucosa, Fructosa y Mio-inositol.

Adicional al estudio de composicién de los extractos, se realizd la evaluacion de la
bioactividad. Para ello, se midi6 la capacidad antioxidante, por el método de la Capacidad
Captadora del Radical 1,1-Difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) y determinando el Contenido
Total de Polifenoles (CTP) por el método de Follin-Ciocalteu, encontrando que en ambos
métodos la muestra de Mentha spicata Colombiana presentdé la mayor actividad
antioxidante, mientras que la menor actividad se determiné en la muestra de Mentha

pulegium Espafiola.

Por primera vez se evaluo la actividad antimicrobiana de estos extractos etandlicos, frente a
cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella
typhimurium y Candida albicans, por el método de difusién en agar, donde los resultados

mas importantes fueron proporcionados por las muestras de Mentha spicata que



presentaron un efecto ligeramente bacteriostatico sobre Escherichia coli. La falta de
actividad se atribuye a la baja concentracién de los componentes terpénicos, responsables

de la actividad segun la literatura.

Posteriormente, se estudid por primera vez la actividad plaguicida de los extractos
etandlicos, frente a la Tecia solanivora, una importante plaga que ataca los cultivos de papa;
se observé que dichos extractos no ocasionaron efectos por aplicacién topica ni por
exposicion en un ambiente saturado sobre larvas de primer instar (estadio). Finalmente, se
evalud por primera vez, la actividad plaguicida del aceite esencial de Minthostachys mollis
sobre adultos de Tecia solanivora, mediante el ensayo de concentracién letal media (CLsg)

encontrando una alta actividad bioplaguicida.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad, existe un particular y creciente interés por encontrar compuestos
provenientes de fuentes naturales, que presenten bioactividad, para emplearlos en
industrias como la alimentaria (agentes conservantes), farmacéutica (agentes
antimicrobianos), el sector agricola (como bioplaguicidas), entre otras. Debido a lo anterior,
se ha estudiado de manera exhaustiva la fraccion volatil (aceites esenciales) de plantas,
gue cumplan con esas caracteristicas; sin embargo, la extraccién convencional de estos
aceites presenta desventajas, como son los largos tiempos de extraccién, alto consumo de

energia y rendimientos muy bajos, lo cual lo convierte en un proceso costoso.

Adicionalmente, se carece de estudios que evallen la bioactividad de extractos de
fracciones polares de plantas aromaticas como en los genéros Mentha y Minthostachys, que
permitan extraer una amplia gama de compuestos mediante la implementacién de técnicas
novedosas no convencionales como la extraccion asistida por microondas (MAE),
metodologia amigable con el medio ambiente. Culturalmente se reporta que estas plantas
presentan propiedades curativas, repelentes y antioxidantes, entre otras, que se proyectan
como la solucién a la demanda de compuestos bioactivos, que puedan llegar a sustituir a
las sustancias sintéticas, algunas de las cuales se han llegado a relacionar con

enfermedades en los humanos.

Por otra parte, se deben aunar esfuerzos por parte de la academia, para solucionar
problematicas que afectan la sociedad, como por ejemplo la causada por la polilla Tecia
solanivora, que afecta a los cultivos de papa, generando pérdidas econdmicas importantes
en los productores de este tubérculo e incrementan el precio del alimento, que es de gran
demanda en nuestro pais. A pesar de los reportes etnobotanicos que existen sobre el uso
tradicional de plantas aromaticas como la Minthostachys mollis para el control de esta
plaga, no existe estudios en la bibliografia, que permitan corroborar su contribucion al

control eficaz de esta plaga, que hasta el momento carece de métodos de control eficientes.

En este trabajo se preparardn mediante la técnica de MAE, extractos etandlicos de las
especies M. spicata, M. Pulegium y M. mollis. Posteriormente se identificara y cuantificara
los compuestos volatiles presentes en los extractos por la técnica de CG-EM. La
identificacion se realizaréa utilizando los indices de retencién y los fragmentogramas, que se
compararan con las bases de datos NITS y Wiley. Para la cuantificacion se empleara la
técnica de estandar interno. Se determinaran los carbohidratos presentes en las muestras
de igual manera por CG-EM, por lo cual se realizard una derivatizacién por oximacion-

sililacion; cuantificAndolos por el método de estandar interno.



Se determinara la actividad antioxidante de los extractos de forma directa por el método de
capacidad captadora del radical DPPH utilizando Trolox como patrén y de forma indirecta
estimando el contenido de polifenoles por el método CTP utilizando acido géalico como
patrén. Se evaluara la actividad antimicrobiana de los extractos por el método de difusion en
agar frente a E. coli, S. aureus, L. monocytogenes, S. typhimurium y C. albicans. Finalmente
estudiard la actividad bioplaguicidad de los extractos sobre el lepidoptero T. solanivora
mediante los ensayos de: efecto por aplicacion topica; efecto por aplicacion tépica y
desarrollo bioldgico; exposicion en ambiente saturado; efecto de la concentraciébn por
exposicion en ambiente saturado y se determinara la CLs, del aceite esencial de M. mollis.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar los componentes principales de extractos etandlicos obtenidos por la extraccion
asistida por microondas (MAE) de especies del género Mentha y Minthostachys por
cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM) y la evaluacion de su
bioactividad.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Emplear la metodologia de cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-
EM) en la determinacion de los compuestos volatiles presentes en extractos
etandlicos de Mentha y Minthostachys, con un método previamente optimizado

e Comparar las caracteristicas de las muestras analizadas de Colombia y Espafia, con

base en su composicion quimica.

e Medir la actividad antioxidante de los extractos etandlicos mediante el método de
capacidad captadora del radical 1,1-Difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) y la evaluacion
del Contenido Total de Polifenoles (CTP).

e Determinar la actividad antimicrobiana de los extractos etandlicos de Mentha en
cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,

Salmonella typhimurium y Candida albicans.

e Evaluar la actividad plaguicida de los extractos etandlicos de las muestras de

Mentha y Minthostachys sobre la Tecia solanivora.



3. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

3.1. Género Mentha spp.

Las Menthas son plantas aromaticas ampliamente conocidas y distribuidas por el mundo,
conocidas desde la antigiiedad, por las culturas egipcia, romana y griega, quienes las
utilizaron por sus propiedades organolépticas y medicinales en el tratamiento de nauseas,
bronquitis, flatulencias, problemas del higado y como analgésicos, entre otros. Hacen parte
de la familia Lamiaceae y esta compuesta por cerca de 19 especies naturales y 13 hibridos

[1].

Actualmente es de interés su estudio, debido a las propiedades que presentan las diferentes
fracciones obtenidas, dentro de las cuales destacan su uso como insecticida, sus
propiedades antibacterianas, antifingicas e incluso anticancerigenas. En Colombia existen
dos especies de Mentha: Mentha spicata y Mentha pulegium [2].

3.1.1. Mentha spicata L.
Conocida en Colombia como hierbabuena, presenta tallos con pelos dispersos, hojas
arqueadas 0 lisas de 18-78 x 9-33 mm, rugosas por el haz, con una forma que puede variar

de ovalada a lanceolada, con el borde algo dentado, como se ve en la figura 1.

Figura 1. Dibujo botanico de Mentha spicata L.[3].

En el envés presenta nervios marcados, ademas de glandulas de formas esféricas. Sus
hojas son verdes pero con una tonalidad mas clara en el envés y una mas oscura en el haz,

gue suelen estar apoyadas sobre el tallo, pero presentan un peciolo menor a 1 mm. [3].

Se distribuye a lo largo de la peninsula Ibérica (figura 2), cultivada en huertos, corrales de

las casas y en antejardines [4].
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Figura 2. Mapa de distribucién de Mentha spicata L., en la peninsula ibérica [5].
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En Colombia, la Mentha spicata ocupa un lugar importante entre las hierbas aromaticas
cultivadas para exportacion, incluso en Cundinamarca (figura 3), es una de las plantas con
mayor venta en el mercado interno; la produccién total es de 2.000 g/m?, aunque una vez

seleccionado el material tipo exportacion, puede disminuir a 1.200 g/m? [6].
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Figura 3. Mapa de distribucién de Mentha spicata L., en Colombia [7].

3.1.2. Mentha pulegium L.

Es una hierba perenne, es decir, de vida larga (mas de 2 afios), con tallos de 15 a 45 cm
ascendentes, ramificados y algo lefiosos; presenta hojas con forma eliptica, algunas veces
pelosas, con dimensiones de 8,5-30 x 6-13,5 mm, con nervios mas 0 menos marcados,
atenuados en la base. Tiene inflorescencias en tallos erguidos, bracteas similares a las
hojas culinares, generalmente curvas hacia abajo y lanceoladas de 2-4 mm; céliz de color
purpura con pelos densos y rigidos y sus flores son minasculas, pediceladas en glomérulos,

gue algunas veces son pedunculados (ver figura 4) [3].



Figura 4. Dibujo botanico de Mentha pulegium L. [8].

Esta menta es nativa de Africa, Asia y Europa [1]. Se distribuye por toda la peninsula ibérica
(ver figura 5) y habita normalmente prados humedos, en orillas de arroyos y acequias. Esta

asilvestrada en América, por lo cual se encuentra en este continente [3].
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Figura 5. Mapa de distribucién de la Mentha pulegium L., en la peninsula Ibérica [9].

En Colombia se puede encontrar en los Andes y la Amazonia (como se observa en la figura
6); el Jardin Botanico José Celestino Mutis de Bogota, tiene registros de especimenes

colectados en Boyacéa, Cundinamarca y Putumayo [10].
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Figura 6. Mapa de distribucién de la Mentha pulegiUm L., en Colombia [11].



3.2. Componentes quimicos en el género Mentha spp.

Las Menthas son plantas aromaticas ampliamente distribuidas por el mundo, su aroma
caracteristico y sus propiedades medicinales, se atribuyen principalmente a compuestos

guimicos derivados de monoterpenos, presentes en sus aceites esenciales.

Los aceites de Mentha spicata suelen ser ricos en Carvona (cetona monoterpénica con
propiedades antisépticas) en proporciones del 50-65% de los monoterpenos totales [12].
Ademds, también se encuentran Limoneno y 1,8-Cineol (ver figura 7) [13] [14], los cuales
pueden variar en sus proporciones, lo cual determina los quimiotipos; es asi, como se
puede encontrar un constituyente de estos acetites como es el m-Cimeno (2,77%), en
mayor proporcién que el 1,8-Cineol (2,52%) [15]; en ella, se han encontrado compuestos
importantes por su actividad antioxidante en extracciones con solventes polares como el
agua, etanol y metanol. En extractos acuosos se ha encontrado acido cinamico [16],
flavonoides como Eriodictiol, Hesperitina, Apigenina y Luteolina [17] [18], &cidos
polifendlicos como acido cafeico, acido clorogénico y acido rosmarinico [19].
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Figura 7. Monoterpenos reportados en los géneros Mentha y Minthostachys
3.3. Género Minthostachys Grisebach (Benth).

El género Minthostachys (Benth), estd compuesto por 17 especies de arbustos aromaticos
trepadores, endémicos y restringidos a los Andes de América del sur, desde Venezuela
hasta el norte de Argentina. En estas regiones se ha utilizado como condimento o té,
ademas de sus decocciones a las cuales se atribuyen propiedades medicinales. Debido a
las propiedades farmacoldgicas de los aceites esenciales de especies de este género, en
Argentina y Perl se extraen a escala industrial [20]. En Colombia se han reportado las
especies Minthostachys septentrionalis Schmidt-Leb., Minthostachys mollis (HBK) Griseb,

Minthostachys mollis var. mollis y Minthostachys mollis var. hybrida Schmidt-Leb. [21].



3.3.1. Minthostachys mollis K.
Es un subarbusto aromético, perenne de hasta 2 m de altura, que crese entre los 1000 y
3500 m.s.n.m. Presenta tallos ascendentes, lefiosos en base, con hojas opuestas, aovadas

y agudas, con dimensiones de 1-5 x 1-3 cm y peciolo de 0,5-1 cm de largo (ver figura 8).

Figura 8. Dibujo botanico de Minthostachys mollis.

Las flores son numerosas, en verticilastros, con caliz tubular de 13 inervaciones poco
acerscentes en el fruto, el cual esta formado por 4 clusas elipsoides, finamente reticuladas y
pardas. Los érganos aéreos desaparecen durante la época mas fria y seca del invierno,

para brotar nuevamente con las lluvias de la primavera.

3.4. Componentes quimicos en el género Minthostachys

Son numerosos los estudios realizados a los aceites esenciales obtenidos de estas plantas,
por lo que se conocen sus quimiotipos y componentes principales. En 2004, Calle y
colaboradores, estudiaron la composicion del aceite de Minthostachys mollis recolectada en
Ubaque-Cundinamarca-Colombia, por cromatografia en capa delgada (CCD), encontrando
alcoholes, terpenos, acidos carboxilicos, compuestos carbonilicos y fendlicos. Al analizar el
aceite por Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM),
determinaron que los componentes principales fueron: Pulegona (30,20%) y Mentona
(29,2%). También obtuvieron fracciones fendlicas (16,81%), terpénicas (82,93%) y acidas
(0,26%). En la fraccion fendlica encontraron Timol (6,2%), Carvacol (3,5%), Diosfenol e
Isoeugenol. En la fraccion terpénica Pulegona (30,20%), Mentona (29,2%), Cariofileno
(5,0%), Linalol, Mentol, Isopulegol, Piperitenona (ver figura 7), Verbenona, Carvomentona y
Cadineno [22].

Sin embargo, hay un desconocimiento de la composicién y de las propiedades de las

fracciones mas polares extraidas de estas plantas, siendo por ello, importante su investigacion.

10



3.5. Empleo de la Técnica de Extraccion Asistida por Microondas (MAE) en la
obtencién de extractos de plantas

Es una técnica alternativa que puede emplearse para asistir un método convencional como
la hidrodestilacion (HD) 6 adaptarse a un equipo para establecerlo como un método
independiente [23]. Actualmente, se estd comenzando a emplear para la obtencién de
extractos a partir de plantas y ofrece beneficios como son la reduccién considerable del
tiempo y energia, el empleo o no de solventes, ademas de que genera calor de una forma
mas homogénea y eficaz que las técnicas convencionales; para ello, debe emplearse un
equipo apropiado que permita controlar pardmetros tales como potencia, temperatura y

presion, entre otros [24].

Dai y colaboradores en 2010, compararon la extraccion asistida por microondas (MAE) con
la extraccién asistida por ultrasonidos (EU) y la extraccion por soxhlet (SX) a temperatura
ambiente y de reflujo, para la obtencion de Mentol, Mentofurano y Mentona, partiendo de
hojas secas de Mentha piperita. Evaluaron el rendimiento de extraccién de las técnicas y
pardmetros, como el tiempo de extraccion, la relacion disolvente muestra y el tipo de
solvente. Encontraron diferencias significativas entre los métodos MAE y SX a temperatura
de reflujo, con respecto a EU vy diferencias significativas entre el segundo y tercer método
mencionado a temperatura ambiente. Esto les permitié ver que el mayor rendimiento de
extraccion fue para MAE, sin embargo no se encontré diferencias entre este y SX a
temperatura de reflujo. Los rendimientos superiores de MAE y SX a temperatura de reflujo
se atribuyen a una liberacion mas efectiva de los aceites esenciales contenidos en tricomas
glandulares de las hojas de menta, por difusiébn acelerada al aumentar la temperatura;
ademas en MAE se pueden degradar las glandulas por presion acumulada, dando como
resultado una rapida liberacion de los componentes de interés y una disminucién en el
tiempo de extraccion, lo que la hace una técnica més eficiente en comparacién con las

técnicas convencionales [25].

Lucchesi y colaboradores en 2004, realizaron la extraccién de los aceites esenciales de
plantas aromaticas, entre ellas de Mentha crispa por MAE. La extraccién fue realizada en
ausencia de solvente, a una potencia de 500 W y partiendo de material vegetal fresco (250
g). Al comparar los resultados con la HD, obtuvieron que a 30 minutos de extraccion, los
aceites esenciales fueron cualitativa y cuantitativamente similares a los obtenidos por HD
empleando de 4 a 5 horas de extracciéon y partiendo del doble de material vegetal fresco
(500 g), aunque con compuestos oxigenados mas valiosos y menos compuestos
monoterpénicos, planteando un ahorro sustancial de costos, en términos de tiempo, energia

y material vegetal de MAE con respecto a HD, por lo cual ademas de rentable se puede
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considerar como una técnica verde para la obtencién de aceites esenciales a partir de

plantas aromaticas [26][27].

En estudios realizados por Torrenegra y colaboradores en 2015, se compard la extraccion
de aceite esencial en etanol de hojas de Minthostachys mollis recolectados en el municipio
de Pamplona, Norte de Santander-Colombia, la cual se obtuvo por medio de dos técnicas:
la clasica hidrodestilacién por arrastre de vapor (AV) y la hidrodestilacion por arrastre de
vapor con asistencia de microondas (AV-MAE); evaluaron la composicion de ambos aceites
por CG-EM, encontrando en AV, compuestos principales como: Acetato de Eudesmol
(22,44%) y Acetato de Isolongifolol (21,75%), mientras que en HD-MAE se encontré Timol
(73,36%) y Carvacrol (10,94%). Por medio de este estudio, se comprob6 que MAE, fue mas
efectiva en la extraccibn de metabolitos secundarios (volatiles), proporcionando un

porcentaje de rendimiento mayor que el convencional [28].

3.5.1. Empleo del Extracto Seco (ES) en el andlisis de extractos de plantas

El extracto seco son un conjunto de sustancias que bajo determinadas condiciones fisicas,
no se volatilizan por evaporacion del solvente empleado en su producciéon y que se
determinan por medio de un andlisis gravimétrico. La determinacion del extracto seco se ha
empleado en el andlisis de extractos provenientes de plantas, por ser una medida del
rendimiento de la extraccion empleada y porque ademas permite indicar con precision el

contenido de principios activos presentes en los mismos [29].

Gallo y colaboradores en 2012, estudiaron un extracto hidroalcohdlico de Valeriana
officinalis, proveniente de Soria-Argentina. Mediante la determinacién del extracto seco
compararon diferentes procesos y encontraron la mejor formulacion farmacéutica para

realizar comprimidos de esta planta medicinal [30].

En Mentha spp, Lagarto Parra y colaboradores en 1999, estudiaron la toxicidad de extractos
de Mentha spicata, Mentha arvensis, Menta citrata y Mentha piperita, en ratones; los
resultados se expresaron en base al extracto seco, no encontrando efectos téxicos de los

extractos por ingestion [31].

3.6. Analisis de la composicidén quimica de extractos de plantas por cromatografia de
gases espectrometria de masas (CG-EM)

La cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas es una técnica
separativa, que permite la resolucion de mezclas complejas como son los aceites
esenciales y los extractos obtenidos a partir de plantas, permitiendo la identificacion
tentativa de los compuestos desconocidos presentes en la mezcla, mediante la informacion

gue suministra el espectro de masas, catalogada como la “huella digital”, de un analito en
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cuestion, junto con el calculo de los indices de retencién (IR), que permiten llegar a obtener
una identificacion presunta, por comparacién con los datos reportados en la literatura, como

por ejemplo, la libreria del National Institute of Standards and Technology (NIST) [32].

El andlisis de extractos obtenidos de plantas naturales es complejo debido a la cantidad de
compuestos presentes en las mismas, por ello se puede utilizar la técnica de estandar
interno para su cuantificacion. Pontin y colaboradores en 2015 realizaron extracciones con
solventes de diferentes polaridades de Allium sativum, (Ajo) encontrando monoterpenos,
diterpenos y un triterpeno, que fueron cuantificados utilizando como estandar interno un n-
alcano alifatico (n-hexadecano) [33]. Al igual que Cardenas y Duarte en 2007 identificaron y
cuantificaron 47 metabolitos secundarios (terpenoides) en Lippia alba utilizando como

patrén interno el alcano alifatico n-decano [34].

Gavahian y colaboradores en 2015, identificaron mediante la técnica de cromatografia de
gases-espectrometria de masas (CG-EM), 34 compuestos presentes en el aceite esencial
de Mentha piperita, obtenido por dos metodologias diferentes: HD y la destilacién al vapor

(DV), comparando los espectros de masas y los indices de retencion con la literatura [35].

De igual forma Hossain y colaboradores en 2014, determinaron la composicion quimica del
extracto de Mentha piperita, obtenido por SX en metanol, del cual realizaron un
fraccionamiento con diferentes solventes (Hexano, Cloroformo, Acetato de Etilo y Butanol);
los compuestos fueron identificados mediante la CG-EM, comparando los espectros de

masas y los tiempos de retencion (tg) obtenidos, con la las librerias NIST y Wiley [36].

3.6.1. Determinacién de carbohidratos en extractos de plantas por cromatografia de
gases-espectrometria de masas (CG-EM)

Los carbohidratos son compuestos quimicos constituidos por los elementos Carbono,
Hidrégeno y Oxigeno; estos son biosintetizados por las plantas mediante la fotosintesis y
presentan una gran diversidad de grupos funcionales, que les permite cumplir diferentes
funciones bioldgicas en los organismos vivos. Ruiz-Matute y colaboradores (2011), sefialan
gue algunos de estos compuestos no sélo aportan un valor nutritivo en la dieta de los seres

humanos, sino que pueden aportar beneficios para la salud.

La CG-EM, ha sido ampliamente utilizada para la determinacién de carbohidratos de bajo
peso molecular, ya que permite tener, entre otras caracteristicas, alta resolucion, alta
sensibilidad y la posibilidad de obtener informacion estructural. Debido a las caracteristicas
guimicas de los carbohidratos para su analisis por esta técnica, es necesario convertirlos en
derivados volatiles y para ello se han desarrollado gran variedad de técnicas de

derivatizacion [37].
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Rodriguez-Sanchez y colaboradores en 2011, determinaron los carbohidratos presentes en
un extracto acuoso de Morus alba, por CG-EM, empleando diferentes técnicas de
derivatizacion como son: sililacién, acetilacion, oximacién-acetilacién y oximacion-sililacién,
encontrando que esta Ultima permitia obtener los mejores resultados, mientras que la
técnica de oximacién-acetilacion fue descartada por realizar una derivatizacién incompleta

de los carbohidratos, lo cual generaba resultados inexactos [38].

3.7. Actividad antimicrobiana de los géneros Mentha y Minthostachys

Las especies de los géneros Mentha y Minthostachys se han estudiado ampliamente,

reportandose que presentan importante actividad biolégica [39][40].

La actividad biolégica de la Mentha, contra diferentes microorganismos que deterioran los
alimentos y que afectan a la industria alimentaria, hacen indispensable el uso de
conservantes; es por ello que se hace necesario por parte de la industria, buscar
alternativas naturales al uso de conservantes sintéticos, que son objeto de polémica, debido
a la presion ejercida por parte de los consumidores y autoridades reguladoras [41], que
hacen necesario estudiar los extractos naturales, que puedan combatir a los
microorganismos patégenos que mas afectan a la salud de las personas y que son
transmitidas en los alimentos. A continuacion, se hara un breve comentario acerca de esos

microorganismos:

3.7.1 Salmonella typhimurium

Perteneciente al género Salmonella, cuyo habitat principal es el tracto intestinal de los seres
humanos y animales. Se caracterizan por ser bacilos gram-negativos, anaerobios
facultativos, que no forman esporas. Pueden resistir periodos largos de tiempo en
ambientes con sustratos organicos a temperaturas entre los 7 y 45 °C y a temperaturas de
refrigeracion y congelacién. Se puede inactivar a un pH inferior a 5 y a temperaturas
superiores a los 60 °C [42]. Causa salmonelosis, cuyos sintomas son: molestias
gastrointestinales (vomitos, nauseas y diarreas), que pueden complicarse al extenderse la

infeccion, causando complicaciones renales y hepaticas, cuando no es tratada a tiempo.

En la literatura son pocos los reportes sobre el uso del género Mentha contra la Salmonella
typhimurium. Kanatt y colaboradores en 2005, estudiaron un extracto de Mentha spicata
contra la Salmonella typhimurium, encontrando que no tenia actividad biol6gica contra esta
especie, pero si buena actividad antioxidante, por ello, la utilizaron en una mezcla con
quitosano, la cual mostré actividad antimicrobiana pero pobre actividad antioxidante, para

tratar productos carnicos, encontrando que el extracto de menta no afectaba la actividad del
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guitosano, por lo cual la mezcla protegia a estos alimentos del deterioro oxidativo y

microbiano [43].

3.7.2 Listeria monocytogenes

Es una bacteria patégena gram-positiva, causante en el hombre de la infeccibn denominada
listeriosis, que se transmite por los alimentos; se considera una enfermedad grave, debido a
gue puede provocar encefalitis, septicemia, meningitis e incluso aborto. Ataca
principalmente a nifios recién nacidos, mujeres embarazadas, pacientes inmunodeprimidos,
debilitados, de edad avanzada e incluso puede desarrollarse en individuos normales.
Puede afectar a otros vertebrados como las aves [44]. Puede proliferar en un amplio rango
de valores de pH (desde 4,1 hasta 9,6), a altas concentraciones de sal (10%) y a bajas
actividades de agua, que junto con su capacidad para formar biopeliculas, le permite crecer
no solo en alimentos, sino también en los equipos utilizados para el procesamiento de los

mismos [45].

Moosavy y colaboradores en 2013, estudiaron el efecto antibacterial del aceite esencial de
Mentha spicata contra la Listeria monocytogenes en queso de cabra tradicional Lighvan,
inoculando Listeria monocytogenes en la leche de cabra cruda y agregando el aceite
esencial en concentraciones de 2 y 2,5% (v/p); durante un tiempo de maduracién del queso
de 60 dias, se encontraron diferencias significativas entre la muestra control y los dos
tratamientos aplicados (p<0,002), demostrando que el aceite de Mentha spicata tiene efecto
sobre la proliferacion de esta bacteria; adicionalmente no se encontraron diferencias

significativas entre las dos concentraciones evaluadas (p>0,05) [46].

3.7.3 Candida albicans

Un grupo importante de patdgenos en la piel son los hongos, entre los cuales predomina la
Candida, que comprende mas de 150 especies, cuya principal caracteristica es la ausencia
de forma sexual, con excepcion de algunas especies micoticas. Se clasifican como
levaduras, las cuales corresponden a hongos con un desarrollo predominantemente
unicelular [47]. El tratamiento de infecciones por Candida albicans se enfrenta a una serie
de problemas, incluyendo el numero limitado de agentes antifingicos eficaces y su
toxicidad, la resistencia que presentan a los antifingicos usados comunmente, y la falta de
disponibilidad de agentes antifungicos eficaces de bajo costo [48]. Con el fin de resolver la
disminuciéon de medicamentos necesarios para tratar la candidiasis, se busca el empleo de
la medicina tradicional, derivada de plantas, que permita el uso de agentes de origen
vegetal nuevos y activos contra Candida albicans [49], caracterizadas porque se obtienen a

partir de fuentes renovables en la naturaleza, a diferencia de las drogas sintéticas que se
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obtienen a partir de fuentes no renovables de materias primas basicas, tales como fasiles y

productos petroquimicos [50].

Erturk en 2006, estudid el efecto de extractos etandlicos de varias plantas, entre ellas de
Mentha piperita recolectadas en Turquia, frente a la Candida albicans, encontrando una
concentracion minima inhibitoria (CMI) de 5 mg/mL y un halo inhibitorio de 20 mm, que
muestra una alta actividad antifiingica con respecto a extractos obtenidos de Rhus coriaria,

Dianthus coryophyllum y Piper nigrum, a la misma concentracion [51].

3.7.4 Staphylococcus aureus

Es una bacteria anaerobia facultativa gram-positiva, productora de coagulasa y catalasa,
gue se encuentra ampliamente distribuida por todo el mundo. Puede producir
enfermedades, que van desde infecciones cutdneas y mucosas relativamente benignas
(tales como foliculitis, forunculosis o conjuntivitis), hasta enfermedades de riesgo vital (como
celulitis, abscesos profundos, osteomielitis, meningitis, sepsis, endocarditis 0 neumonia). El
reto de las cepas de Staphylococcus aureus sobre la salud, es la resistencia que puede
presentar a multiples antibi6ticos, sobre todo a la meticilina, por lo cual es necesario

encontrar productos de fuentes naturales que permitan el control de este tipo de bacterias.

3.7.5 Escherichia coli

Es un bacilo gram-negativo, anaerobio facultativo de la familia Enterobacteriaceae, que
coloniza el intestino del hombre pocas horas después del nacimiento y es considerado un
microorganismo de flora normal, que puede ser patégeno y causar dafio, con diferentes

cuadros clinicos, entre ellos diarrea [52].

Los seres humanos pueden contraer la infeccion mediante el consumo de alimentos y agua
directamente contaminados con heces o como consecuencia de la contaminacion cruzada
con otras fuentes alimentarias, durante el crecimiento, la cosecha y poscosecha (hortalizas),
la recoleccion (leche) o el sacrificio de animales y el faenado de la canal (carne), el
transporte, la elaboracion, la preparacion y por el contacto humano directo durante la

preparacion de los alimentos [53].

Estudios realizados por Moosavy y Shavisi en 2013, determinaron el efecto antimicrobiano
del aceite de Mentha spicata, (recolectada en Kashan-Iran), sobre Escherichia coli, variando
parametros como pH, temperatura y concentracion de NaCl, encontrando que se favorecia
la sensibilidad de la bacteria a una temperatura de 14 °C, un pH de 7 y una concentracion
de 4 g/100mL de NacCl [46].
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3.8. Actividad plaguicida de los géneros Mentha y Minthostachys

En la literatura se ha reportado extensamente la actividad insecticida y plaguicida de
extractos naturales obtenidos a partir de plantas aromaticas [40][15][22][48][51], por ello,
son considerados como alternativas viables para el control de diferentes insectos que
causan enfermedades y deterioran los alimentos. Esta actividad se ha atribuido a sustancias
biosintetizadas por las plantas, que les permite defenderse de estimulos ambientales, como
es el caso de insectos depredadores. En general, estos compuestos quimicos son de
naturaleza lipofila, lo que les permite penetrar membranas celulares e interrumpir funciones

metabodlicas, bioquimicas y fisiologicas [1].

Para estudiar estas actividades, se han utilizado diferentes ensayos, que buscan cuantificar
la dosis o la cantidad de extracto que puede reducir, por ejemplo, en un cincuenta por

ciento, la poblacion de un insecto en un tiempo determinado.

La concentracion letal media (CLsp), se ha utilizado ampliamente en el estudio de la
actividad plaguicida de extractos, suministrados por aplicacion tépica, por aspersion y por
via respiratoria (aérea). Kedia y colaboradores en 2014, estudiaron el aceite esencial de
Mentha spicata, contra la plaga Callosobruchus chinensis, que afecta a las legumbres
durante su almacenamiento, evaluaron su efecto por fumigaciéon y determinaron una
concentracion letal media (CLsy) de 0,003 pL/mLgpee, adicionalmente, encontraron que el
aceite tenia efecto fitotdxico sobre todas las etapas de su desarrollo [15].

3.8.1.Tecia solanivora, Povolny. “Polilla Guatemalteca”

La Tecia solanivora es la plaga principal que afecta en nuestro pais, al cultivo y
almacenamiento del tubérculo producido por la Solanunm tubersum L., conocida
tradicionalmente como “papa”. Este insecto, pertenece a las polillas de la familia de las
Gelichiidae del orden de los Lepidépteros. Su ciclo de vida varia de 42-95 dias,
dependiendo principalmente de la temperatura del ambiente; sufre metamorfosis completa
(holometabolo), en el cual se distinguen cuatro estadios principales de desarrollo: huevo,
larva, pupa y adulto; las condiciones del ambiente, determinan la duracién de cada uno de

los estados [54].

Desde 1956, existen reportes de esta plaga en Centroamérica, cuando comenzaron a
realizar dafios en Guatemala; mas tarde se encontré en Panama y fue reportada en nuestro

pais en 1985 en el departamento de Norte de Santander [54].

Actualmente, para controlar a esta plaga, se emplean insecticidas sintéticos, con los cuales
se suelen realizar de 12 a 24 aplicaciones por cultivo, lo que hace que en Colombia, el

cultivo de papa sea considerado como el de mayor demanda de plaguicidas quimicos.
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Dentro de las estrategias de control biologico, se ha hecho énfasis en el uso de Baculovirus,
como el estudio realizado por Espinel-Correal y colaboradores en 2010, que obtuvieron dos
aislamientos de Baculovirus que denominaron VG0001 y GV005 como los mas promisorios
para el control de esta plaga [55]. También se han empleado feromonas, en trampas en las
cuales se impregnhan pequefios cauchos con esta sustancia y que posteriormente se
colocan en el interior de recipientes plasticos, que contienen una mezcla de agua y jabon;
esto permite atraer a los machos y estimar qué tan grande es la poblacion de este insecto

en el cultivo, permitiendo al agricultor estimar cuando, es necesario fumigar [56].

Debido a que es necesario encontrar tratamientos alternativos mas efectivos, asequibles,
econdémicos y amigables con el ambiente para el control de esta plaga, se propone en este
trabajo estudiar el efecto de los extractos etandlicos de Mentha y Minthostachys, sobre la

Tecia solanivora.

3.9. Actividad antioxidante de los géneros Mentha y Minthostachys

Las sustancias antioxidantes son capaces de proteger de la oxidacion a lipidos y
biomoléculas, evitando asi que compuestos benignos y comunes en alimentos se
transformen en compuestos del tipo mutagénico y carcinogénico. Es por ello que encontrar
antioxidantes provenientes de fuentes naturales, se ha convertido en una prioridad en el
campo alimenticio. Entre los métodos mas utilizados para determinar la actividad
antioxidante se tiene el método de la capacidad captadora del radical DPPH y la evaluacién

del contenido total de polifenoles (CTP), por el método de Folin-Ciocalteu.

3.9.1 Ensayo de capacidad captadora del radical DPPH

Este método fue propuesto por Blois en 1985, en el cual se demostré por primera vez la
capacidad del radical libre 1,1-Difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH), para aceptar un atomo de
hidrogeno, proveniente de una molécula de cisteina; la reduccion del radical se observa
mediante el cambio de color de violeta a amarillo en soluciones alcohélicas, que pueden
medirse mediante el uso de un espectrofotometro. El método ha sido ampliamente utilizado
por numerosos autores, que han ido realizando adaptaciones del mismo a la matriz
alimentaria de la que quieren obtener informacion, modificando la concentracion del radical,

el tiempo de incubacion, y la relacion radical/muestra, entre otros [57].

Abdelli y colaboradores en 2016, estudiaron la capacidad antioxidante del aceite esencial de
Mentha pulegium a diferentes concentraciones, disuelto en metanol proveniente de Bouria-
Algeria, empleando Butilhidroxitolueno (BTH) y Vitamina C, como patrones positivos, para

comparar dicha actividad. Encontraron un potencial antioxidante significativo, atribuido a sus
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componentes de monoterpenos oxigenados de Pulegona y Mentol, pero menor actividad

gue la encontrada para los patrones positivos [58].

Stagos y colaboradores en 2012, analizaron 24 extractos preparados de diferentes especies
de la familia Laminacea; midieron la actividad antioxidante utilizando el método de
capacidad captadora del radical DPPH, encontrando una mayor actividad antioxidante en el
extracto etandlico de la especie Mentha microphylla, comparado con el extracto acuoso (29

y 22 pug/mL DPPH), respectivamente [59].

3.9.2 Método de Folin-Ciocalteu para determinar el Contenido Total de Polifenoles
(CTP).

El método Folin-Ciocalteu, es un método comunmente utilizado por las industrias
alimenticias, debido a su simplicidad, disponibilidad comercial de reactivos y por ser un
procedimiento ya estandarizado. El ensayo se basa en la capacidad de los compuestos
fendlicos y polifendlicos, de reducir un ion de molibdeno, del reactivo de Folin (que es una
mezcla de &cido fosfomolibdico y acido fosfotlngstico), por medio de una reaccion de
transferencia de electrones, lo cual genera un cambio de coloracion de amarillo a azul. El
método no es del todo selectivo, ya que el reactivo de Folin reacciona con cualquier
sustancia reductora [60]. A pesar de ello, es uno de los métodos mas utilizados para la
determinacion de actividad antioxidante, pues es un método preciso, sensible y que permite
la modificacibn parametros como el volumen de la muestra a analizar (ensayos a
microescala), concentracion de reactivos, tiempo de reacciébn y modo de expresar los

resultados, aunque el patron recomendado es el &cido galico [60].

Chagquilla y colaboradores en 2005, determinaron el contenido de fenoles totales del aceite
esencial de Minthostachys mollis, proveniente de la region Apurimac-Peru, expresandolo en
base al contenido de acido galico y encontrando que este aceite esencial es una fuente
importante de compuestos quimicos con actividad antioxidante, atribuible a compuestos

fendlicos como el Timol [61].

Por otra parte, Benabdallah y colaboradores en 2016, estudiaron la actividad antioxidante
de extractos etandlicos de seis especies de mentas: Mentha aquatica, Mentha arvensis,
Mentha piperita, Mentha pulegium, Mentha rotundifolia y Mentha villosa, del norte de Algeria
usando el método del contenido total de polifenoles (CTP). Encontraron que la Mentha
aquatica presentaba el mayor contenido de compuestos fendlicos, mientras que el menor
fue para la Mentha villosa. La actividad de estos extractos fue importante, por lo cual
concluyeron que tenian un gran potencial para ser utlizados como conservantes

alimenticios [62].
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4. METODOLOGIA

4.1. Obtencién de extractos etandlicos de Mentha y Minthostachys

4.1.1. Descripcion de las muestras de trabajo

Se estudiaron seis (6) muestras en total, conformadas por tres especies (M. spicata, M.
pulegium y M. mollis), de las cuales dos pertenecen al género Mentha (M. spicata y M.
pulegium) y la otra al género Minthostachys (M. mollis); todas las muestras estan
relacionadas taxonomicamente ya que pertenecen a la tribu mentheae. Fueron recolectadas
en regiones y paises diferentes de la siguiente manera: las muestras del género Mentha en
Espafia y Colombia, mientras que las muestras del género Minthostachys originarias de
América, fueron recolectadas solo en Colombia, una en la ciudad de Bogota y la otra en la
ciudad de Tunja. Las siglas, con las cuales serdn nombradas en el transcurso de este

trabajo, las coordenadas y ubicacién, se encuentran en la Tabla 1.

Tabla 1. Muestras de estudio y ubicacion geografica.

NC%I\IA\ABURNE ESPECIE | PROCEDENCIA | SIGLA REGION COORDENADA (QL;ILLI':AD)
M. spicata Colombiana MSC Los Robles (Popayan) ?gz gg SSSgOON 1798
Menta M. spicata Espafiola MSE Zona rurzled&;rcigmunidad 4??:42; gg(';l 665
M. pulegium Colombiana MPC Loma Iacr:gaaltjé\]aémbalo) 2621 24% 24:;1222 % 2476
M. pulegium Espariola MPE El Espinar (Segovia) A(f)(d)::’ Aﬁ 0572 lzl) 1191
o M. mollis Colombiana MMJB Ci?ég;‘:}gi}ligiscloBJoogsoe’té 2%13%22797?‘ 2557
M. mollis Colombiana MMTJ Zona rural Tunja (Boyaca) (;%° 3222 14:222% % 3016

Las muestras, recolectadas durante los meses de Agosto-Octubre del 2015, fueron
identificadas por el Dr. Ramon Morales, botanico del Real Jardin Botanico de Madrid, del
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) y se guardé un ejemplar en el
Herbario CAUP de la Universidad del Cauca, proceso que se encuentra en veeduria, con
codigos de colectas #81-85, de Yordy W. Polindara. La determinacion de la altitud y las
coordenadas de la zona de muestreo; se realiz6 mediante el empleo de un GPS Garmin
64sc (Olathe, Kansas, USA).

4.1.2 Tratamiento de las muestras

El secado de las muestras se llevo a cabo en un cuarto oscuro de 1,5 x 2 m, acondicionado
para mantener una humedad baja y constante como se indica en la figura 9, utilizando un
deshumidificador marca Whirpool modelo #AD40DSR1 (Benton Harbor, Michigan, USA). En

este proceso, el material vegetal fue seleccionado, separando las hojas sanas de tallos y
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raices; las hojas se secaron sobre papel aluminio, durante tres (3) dias y transcurrido este

tiempo, las hojas tomaron un aspecto rugoso y una textura crujiente, pero conservaron el

color.

Figura 9. Secado de las muestras de estudio.

El material vegetal seco fue triturado en un molinillo Delhi marca Moulinex (Alencon,
Francia) hasta obtener un polvo fino, el cual fue tamizado en un tamiz Advantech No. 35
(Taipéi, Republica de China), de tamafio de malla de 500 um, como se indica en la figura
10. Las muestras resultantes, fueron transferidas a viales de vidrio debidamente rotulados y

se conservaron en un desecador protegido de la luz ambiental.

Figura 10. Tratamiento previo de las muestras.
4.2. Preparacion de extractos etandlicos por MAE

En la Figura 11, se ilustra el proceso de obtencion de extractos etanélicos por MAE. El

método fue previamente optimizado en el CSIC.
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Figura 11. Preparacién de extractos etandélicos por MAE.

Los extractos etandlicos de las seis muestras, se prepararon utilizando un equipo de
microondas CEM Mars 6 con tecnologia one touch (Matthews, Carolina del Norte, USA) y
con sonda para control de temperatura. La cantidad de muestra utilizada fue de 1,5000 g (=
0,0001) de muestra triturada y tamizada, la cual fue depositada en recipientes de teflén del
equipo, junto con 10 mL de etanol. Los recipientes fueron sellados inmediatamente tras
agregar el disolvente.

Las condiciones programadas para la extraccion fueron: Temperatura inicial: 22 °C;
Temperatura final: 100 °C; Tiempo de rampa: 7 min; Tiempo de mantenimiento: 30 min;
Potencia: 900 W. Estas condiciones fueron optimizadas previamente por el CSIC.

Una vez transcurrido el tiempo de extraccion, los recipientes fueron retirados del
microondas y colocados en una bandeja provista de bolsas con hielo durante 5 min;
posteriormente fueron transferidos a vasos con hielo por otros 5 min. A continuaciéon se
destaparon los recipientes de extraccion y su contenido se filtr6 a gravedad, para separar el
material vegetal, del extracto. Los volimenes se midieron con micro-pipetas y se colocaron
en viales de vidrio cubiertos con parafilm y papel aluminio y se refrigeraron para su

posterior analisis.

4.3. Determinacion del extracto seco (ES) de los extractos etandlicos obtenidos por
MAE vy del rendimiento de extraccion

Para esta determinacion, se acondicionaron viales de vidrio, calentandolos a 105 °C en un
horno HERAEUS INSTRUMENTS D-6450 Hanau (Hanau, Alemania) por 2 h, para eliminar
rastros de humedad y grasa. Posterior al calentamiento se dejaron enfriar en un desecador

gue contenia silica activada.

Los viales acondicionados se pesaron en una balanza analitica METTLER TOLEDO SX

(Columbus, Ohio, USA); después se agreg6 en cada vial 300 puL de extracto etandlico
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obtenido por MAE y fueron calentados en el horno a 105 °C por 17 h. Pasado este tiempo,
se depositaron en el desecador hasta temperatura ambiente y se registr6 su peso. A
continuacion fueron calentados de nuevo en el horno y se realizé el mismo procedimiento
durante 20 h, tiempo en el cual se obtuvo un peso constante del extracto seco. El

rendimiento se calcula con la ecuacion 1 (anexo 1).

4.4. Andlisis de la composicién quimica de los extractos etandlicos por CG-EM

La composicion quimica de los extractos etanodlicos obtenidos por MAE, fue determinada
por la técnica CG-EM, utilizando un cromatografo Agilent 5973 (Santa Clara, California,
USA), acoplado a un espectrémetro de masas con sistema de ionizaciébn por impacto
electrénico, con inyeccion manual. Los procedimientos utilizados se describen a

continuacion.

4.4.1 Condiciones de trabajo del CG-EM
Para identificar y cuantificar los compuestos quimicos presentes en los extractos

estudiados, se utilizaron condiciones de trabajo previamente optimizadas y se ajusté la
cantidad de muestra a inyectar (4, 3, 2y 1 yL) eligiéndose como volumen de inyeccién 1 pL
dejando igual volumen de aire antes y después de este. Los componentes mayoritarios se
determinaron utilizando Split 50:1 (flujo: 36,5 mL/min) y para los compuestos que se
encuentran en menor proporcion se utilizé Split 20:1 (flujo: 36,4 mL/min); las condiciones
programadas en el equipo se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de trabajo programadas en el CG-EM para el andlisis de compuestos volatiles
en los extractos etandlicos de Mentha y Minthostachys.

INYECTOR COLUMNA HORNO (RAMPA)
CONDICION VALOR CONDICION VALOR CONDICION VALOR
Gas portador He Presion 4.07 Tempera;tura inicial 60

(psi) ()
Temperatura Flujo Tiempo a temperatura
°C) 300 (mL/min) 0.7 inicial (min) 0
PreS|_on 4.07 Columna 7B-5 Temperoatura final 250
(psi) _ | (C) |
Flujo tqtal 13.4 Longitud 30 Tiempo a temperatura final 60
(mL/min) (m) (min)
Rampa (°C/min) 6

4.4.2 Identificacion de los compuestos principales de los extractos etandlicos
obtenidos por MAE mediante CG-EM

La identificacion de los compuestos presentes en los extractos etandlicos, se realizé
mediante la técnica de CG-EM. Los espectros de masa de los compuestos se compararon
con las librerias de espectros Wiley 9 (Hoboken, New Jersey, USA), NIST (Gaithersburg,

Maryland, USA) y se corroboré con los indices de Retencion (IR) reportados en la literatura.
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Para la determinacion de estos IR, se inyecté una mezcla de alcanos (C10-C30), en cada
una de las condiciones de trabajo utilizadas en el CG (ver tabla 2). Los IR se calcularon con

la ecuacién 2 (anexo 2)

4.4.3 Cuantificacion por CG-EM de los extractos etandlicos obtenidos por MAE

La cuantificacion multicomponente se realiz6 mediante la técnica de estandar interno (EI).
Se utilizaron dos El, por extracto etandlico analizado. Los EIl utilizados fueron n-alcanos,
gue se seleccionaron al superponer los espectros de las muestras con el de una mezcla de
alcanos. Se seleccionaron los n-alcanos que no presentaban interferencia con los picos del
cromatograma de los extractos analizados. El primer estandar interno (El;), se utilizé con el
fin de cuantificar los compuestos mayoritarios y el segundo estandar interno (El,) para los

demas compuestos presentes en menor proporcion.

Para ello, se tomaron 475 uL de extracto etandlico, al cual se agregaron 30 pL de El;, y 20

uL de El,. Los El utilizados para cada extracto y su concentracion se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Estandares utilizados para la cuantificacién de los componentes principales de los
extractos etandlicos de Mentha y Minthostachys por CG-EM.

ESTANDARES INTERNOS
EXTRACTOS | El;, | (mg/mL) | ElL, | (mg/mL)
MSC C20 1,7000 c18 0,9525
MSE C20 1,7000 ci18 0,9525
MPC C19 10,7500  C15 1,9225
MPE C19 10,7500  C15 1,9225
MMJB C19 10,7500  C15 1,9225
MMTJ C19 10,7500  C15 1,9225

La cuantificacion se realiz6 utilizando las areas de los picos cromatograficos obtenidas por
integracion manual y las ecuaciones 3-6 (Anexo 3). Los resultados fueron analizados con el
software TIBCO Spotfire Cloud (Somerville, Massachusetts, USA), mediante analisis

mulltivariante de clasificacién (mapa de calor).

4.5. Determinaciéon del contenido de carbohidratos de los extractos etandlicos
obtenidos por MAE, mediante CG-EM, empleando la técnica de derivatizacion por
oximacion-sililacion

Para la determinacion de carbohidratos por CG-EM, se realizé una derivatizacion por

oximacion-sililacion utilizando g-Fenilglucocido como EI.

4.5.1. Derivatizaciéon de extractos etandélicos por oximacion-sililacion

La derivatizacion se llevo a cabo por una sililacion que se describe en la figura 12.
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Figura 12. Derivatizacion de extractos etanolicos

4.5.2. Condiciones de trabajo programadas en el CG-EM, para el andlisis de
carbohidratos

Para realizar el andlisis de los carbohidratos presentes en los extractos etandlicos
previamente derivatizados por CG-EM, se utilizaron condiciones previamente optimizadas

en el CSIC, similares a las reportadas en la tabla 2.

4.5.3. Identificacién y cuantificacion de carbohidratos en los extractos derivatizados
por CG-EM

La identificacidn se realizé por comparacion con la libreria de espectros Wiley y NITS. En
este caso se tom0 en cuenta que los carbohidratos al derivatizarse se rompen y se elimina
el carbono anomérico, por lo que se obtienen monosacaridos y sus respectivos isdmeros E
y Z. Por este motivo, se cuantifica utilizando las ecuaciones 3-6, pero teniendo en cuenta
gue las areas de los dos isébmeros se suman. La estadistica de los resultados fue calculada
con el software IBM SPSS Statistics 23 (Armonk, New York, USA)

4.6. Actividad antioxidante de los extractos etandlicos de Mentha y Minthostachys
obtenidos por MAE

Para determinar la actividad antioxidante de los extractos etandlicos, se realizaron dos
ensayos: el evaluacion de capacidad de captacién del radical DPPH y el método de Folin-

Cioculteu CTP, cuyos procedimientos se describen a continuacion.
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4.6.1 Método de capacidad de captacion del radical DPPH

Para este método se prepar6 una solucién de DPPH en metanol a [1x10° M]; se tomaron de
esta 45 L y se depositaron en posillos de una microplaca. A continuacion se agregd 50 L
de extracto o de patrén Trolox, segun el caso. Se mantuvieron en la oscuridad por 30 min a
40 °C y se realiz6 la lectura en un lector de absorbancia UV-vis Biotek ELx800, a una
longitud de onda de 540 nm. Los extractos se agregaron en dilucion 1:40 en etanol. Con el
antioxidante sintético Trolox, se realiz6 una curva de calibrado en concentraciones de 40,
80, 90, 120 y 130 pg/mL. Se incluyeron ademas blancos para el color (extractos con
metanol) y blanco de reaccion ( solucién de DPPH y etanol). Los resultados se reportan en
capacidad antioxidante equivalente Trolox (TEAC). El procedimiento se realizd por
triplicado.

Primero se construy6 la curva de Trolox, graficando absorbancia vs concentracién. Se
realiza la resta de la absorbancia en cada blanco correspondiente. Por medio de la ecuacion
de la curva, se calcula la concentracién equivalente en Trolox de cada muestra medida.
Posteriormente se realiza la equivalencia a las unidades correspondientes con la ecuacion 7
(Anexo 4).

4.6.2 Determinacion por CTP

Esta determinacion se realizé utilizando el reactivo de Folin-Ciocateu. Se tomaron 100 pL
del reactivo de Folin, de disolvente y de extracto o patron segun el caso. Se agité en vortex
para homogenizar y posteriormente se dejé reposar la solucion por 5 min. Luego se
agregaron 700 pL de una solucién acuosa de carbonato de sodio al 7,5% (m/v). Se agité
suavemente y se incubd en oscuridad por 20 min a temperatura ambiente. Finalmente se
centrifugd por 3 min a 13000 rpm y se pasaron 250 pL de cada solucion a los pocillos de la
microplaca para leer la absorbancia a 750 nm en un lector de absorbancia UV-vis Biotek
ELx800. Con el patron de acido galico (AG), se realizé una curva de calibracion a
concentraciones de 0,01, 0,02, 0,05, 0,08 y 0,10 mg/mL. Se utilizaron ademas blancos de
muestra, de patron y cada determinacion se realiz6 por triplicado. Los resultados se

reportan en mg equivalentes de 4cido géalico (EAG) por 100 g de muestra.

Para realizar los calculos se determiné la concentracion en Equivalentes de acido galico
(EAG), por interpolacion de las absorbancias de los extractos en la curva de calibracién del
patron. Se realizaron las correcciones correspondientes con los blancos de extracto y de

patron. El calculo se realiz6 empleando la ecuacion 8 (Anexo 5).
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4.7. Estudio de la actividad antimicrobiana de los extractos etanélicos obtenidos por
MAE de Mentha

Con el fin de evaluar la posible aplicacion de los extractos etandlicos obtenidos por MAE
como conservantes alimenticios, se determind la actividad antimicrobiana por el método de
difusién en agar, frente a cinco (5) microorganismos patégenos comunes que afectan a los

alimentos.

Los organismos analizados fueron: Gram (+): Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes; Gram (-): Escherichia coli, Salmonella typhimurium y el organismo fangico
Candida albicans. Estos ensayos se realizaron en colaboracion del departamento de
biologia vegetal (botanica) de la Facultad de Biologia de la Universidad Complutense de
Madrid. Los cultivos se realizaron en cajas de Petri previamente esterilizadas y rotuladas. El
medio de cultivo utilizado fue agar tripticasa soya (TSA) a excepcién de la C. albicans en la
cual se utiliz6 agar de patata y dextrosa (PDA). Los microorganismos se inocularon
colocando 100 pyL de una disolucién 0,5 de estandar McFarland, repartiéndolo con un asa
de siembra previamente esterilizada sobre el medio de cultivo. Posteriormente se colocaron
discos de papel de 9 mm de diametro sobre el cultivo y se agreg6 el extracto puro y
concentrado 15 veces. Para facilitar la difusion de los extractos en el medio de cultivo
inoculado, se refriger6 por 15 min a 4 °C en una nevera. Luego se incubaron a 37 °C
durante 24 h. Finalmente cada cultivo fue revisado y se evalué la inhibicién con base a los
discos de papel y sus alrededores, observando si las bacterias habian colonizado o no
estas zonas. El efecto se cuantifica midiendo el diametro en milimetros de la zona de
inhibicion [63].

4.8. Determinacion de la actividad bio-plaguicida de los extractos etanélicos de
Mentha y Minthostachys contra Tecia solanivora, Povolny.

La evaluacion de la posible actividad insecticida de los extractos de Mentha y
Minthosyachys sobre la T. solanivora, fue llevada a cabo por medio de los ensayos que se
presentan en esta seccion, donde se prueba el efecto por aplicacién topica y por exposicion

en ambiente saturado (via respiratoria).

Para realizar los ensayos, inicialmente se hicieron muestreos capturando especimenes
adultos de T. solanivora, en depdésitos de “papa” del barrio Bolivar en la ciudad de Popayan.
Se determind que estos especimenes no eran viables debido a la contaminacion que sufrian
como resultado de procesos de fumigacion que se realizan en estos lugares. Por ello los
especimenes de T. solinavora, fueron recolectados directamente de cultivos de papa
situados en zona rural de Totoré (Cauca-Colombia), en el mes de Mayo del 2016 (figura
13).
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Figura 13. Colecta de adultos de T. solanivora en cultivo de papa.

Previamente se habian determinado que en las condiciones ambientales del laboratorio de
investigacion BICAMSA de la Universidad del Cauca, los insectos podian reproducirse y
completar su desarrollo, manteniéndose en tarrinas de plastico cubiertas con toldillo,
alimentandose con melasa (mezcla obtenida por el calentamiento de miel y azlcar) y con un
algodén impregnado con agua potable (figura 14). Los insectos se mantenian en un

ambiente oscuro recibiendo en promedio 8 h de luz.

iy
Figura 14. Cria de T. solanivora en laboratorio: A) Tarrina para reproduccion del insecto; B) Huevos
de T. solanivora depositados sobre papel filtro, visto desde un estereoscopio; C) Larva de primer
instar de T. solanivora visto desde un estereoscopio.

Los extractos utilizados en esta determinacion, fueron secados en un rotaevaporador a
30 °C por 12 h. Previamente se habian constatado por comparacion cualitativa
superponiendo TIC del extracto puro y del extracto seco reconstituido en etanol, que este
proceso de secado no afectaba la composicion volatil del extracto. Para realizar los ensayos
se prepararon las soluciones de extracto en una mezcla etanol-agua al 10%, debido a que

los extractos no fueron completamente solubles en agua.

Para realizar una comparacién con los métodos actuales, utilizados para tratar la T.

solanivora, se utiliza como control positivo un plaguicida comercializado con registro INVIMA
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para combatir esta plaga en Colombia, que tiene como principio activo el

acetiltiofosforamidato de O,S-Dimetilo “Acefato”.

Previo a los ensayos, se establecié cuando considerar a las larvas como muertas. Se
encontré que las larvas pierden su actividad motora, su color se oscurece y dependiendo

del tiempo, su tamafio se reduce notablemente, presumiblemente por deshidratacion.

Las larvas fueron manipuladas utilizando un pincel de pelo de camello y se utilizaron larvas

gue no excedian las 4 h de recién emergidas de los huevos.

4.8.1. Efecto por aplicacion tépica de extractos de Mentha y Minthostachys obtenidos
por MAE contra T. solanivora. (Ensayo 1)

Para determinar el efecto de los extractos por via tdpica, se realizé un disefio experimental
completamente aleatorio con el fin de encontrar una concentracion letal media (LCsp) a 24 h.
Para ello, se utiliz6 un total de 120 larvas de primer instar de segunda generacion,

cultivadas en laboratorio.

Se aplicaron 20 pL de soluciébn a cada larva sobre un papel filtro; 20 s después se
transfirieron a recipientes estériles para orina debidamente rotulados y fueron sellados con
papel parafilm. El disefio incluyé un control negativo (sin estimulo), un blanco de solvente
(etanol al 10%) y un control positivo (solucién de plaguicida comercial). Los tratamientos

aplicados con el rotulo respectivo y el orden trabajado se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Determinacion del efecto a nivel tépico sobre T. solanivora. Denominando con; Control (A);
Blanco (B); Positivo (C); 5 ppm (D); 50 ppm (E); 1000 ppm (G); 5000 ppm (H)

ppm

MUESTRA CO'\(',I;Q ot BL?E';\;CO POS((I:T)IVO 5 50 500 1000 5000
(D) (E) (F) (©) (H)

MMIB A1l B11 Ci1 D11 | E11l F11 G11 H11
1) A12 B12 C12 D12 | E12 F12 G12 H12
A13 B13 C13 D13 | E13 F13 G13 H13

MMT A21 B21 c21 D21 | E21 F21 G21 H21
) A22 B22 C22 D22 | E22 F22 G22 H22
A23 B23 C23 D23 | E23 F23 G23 H23

MSE A3l B31 c31 D31 | E31 F31 G31 H31
3) A32 B32 C32 D32 | E32 F32 G32 H32
A33 B33 C33 D33 | E33 F33 G33 H33

MSC A4l B41 ca1 D41 | E41 Fa1 G41 H41
@) A42 B42 ca2 D42 | E42 F42 G42 H42
A43 B43 c43 D43 | E43 F43 G43 H43

MPC A51 B51 C51 D51 | E51 F51 G51 H51
5) A52 B52 C52 D52 | E52 F52 G52 H52
A53 B53 C53 D53 | E53 F53 G53 H53
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El conteo de larvas muertas fue realizado 24 h después de realizado el ensayo. Se registro
con un menos (-) las larvas que sobrevivieron al estimulo determinado y con un mas (+) las

larvas que murieron. El procedimiento se resume en la figura 15.

Figura 15. Ensayo para determinar el efecto por aplicacion tépica de extractos etandlicos de Mentha
y Minthostachys.

4.8.2. Efecto sobre la alimentacion y el desarrollo biolégico de T. solanivora por
aplicacién tépica de los extractos de Mentha y Minthostachys por MAE (Ensayo 2)

Se evalud el efecto sobre la alimentacion y el desarrollo biolégico de larvas de primer instar
de T. solanivora, por aplicacion toépica de los extractos etandlicos de Mentha y
Minthostachys. Para ello se utilizaron 120 larvas de primer instar de tercera generacion y se

utilizé un modelo experimental aleatorio por bloques que se resume en la tabla 4.

A cada larva se le aplicaron 20 pL de extracto, se dejaron por 20 s en reposo y se colocaron
sobre una papa amarilla (Solanum phureja) de aproximadamente 3 cm de diametro, que se
encontraba en el interior de un recipiente estéril para orina. En las primeras 24 h, los
recipientes de ensayo fueron tapados con parafilm para posteriormente cubrirse con toldillo.
Durante el tiempo que durdé la prueba, los recipientes de ensayo se guardaron en el interior
de una estufa, donde se mantuvieron protegidas de la iluminacion ambiental y de otros
posibles insectos invasores. Todos los bloques se hicieron el mismo dia para garantizar una
homogeneidad en las condiciones ambientales. Se revisaron periddicamente y una vez las
larvas comenzaron a emerger de las papas, se retird respectivamente el tubérculo. El
ensayo finalizé cuando emergieron los adultos de T. solanivora. Cada extracto se utilizé en

concentraciones de 5, 50, 500, 1000 y 5000 ppm. El control positivo fue utilizado a
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5000 ppm. Se realizaron blancos de solvente y un control negativo al cual no se aplico

tratamiento, el procedimiento se resume en la figura 16.

Preparacion de soluciones Secado Lavado

Figura 16. Efecto por aplicacion tépica de extractos etandlicos de Mentha y Minthostachys sobre la
alimentacion y desarrollo larval.

4.8.3. Evaluacion del efecto por exposicion en ambiente saturado sobre T. solanivora
(Ensayo 3)

Para determinar el efecto por exposicion en ambiente saturado (via respiratorio) de los
extractos sobre la T. solanivora, se aplico un disefio experimental aleatorio. Se utilizaron 60

larvas de primer instar de T. solanivora de cuarta generacion.

En cuadrados de papel filtro de 2 cm de vértice, se colocaron 50 L de extracto. Para evitar
interferencias por parte del etanol, se dejaron secar a temperatura ambiente por 10 min.
Posteriormente, se transfirieron a recipientes estériles para orina debidamente rotulados; a
continuacion, cada larva se coloc6 sobre el papel impregnando y se sellaron
herméticamente con papel parafilm. El mismo procedimiento se realiz6 para el blanco del
solvente y para el control positivo (solucion de plaguicida). Como control de referencia, se
colocaron larvas sobre el papel filtro sin tratamiento alguno. Todos los extractos y el control
positivo estaban a 5000 ppm. El conteo de larvas muertas fue realizado a las 24 h.
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4.8.4. Evaluacion del efecto de la contraccion por exposicién en ambiente saturado de
extractos de Mentha y Minthostachys por MAE contra T. solanivora (Ensayo 4)

Con el fin de corroborar el efecto de la concentracidon por exposicion en un ambiente
saturado sobre larvas de primer instar de T. solanivora, se realizé un ensayo, comparando
el aceite esencial de M. mollis (MMJB) obtenido por hidrodestilacion utilizando un equipo
tipo Clevenger por 3 h, con el extracto etanolico a 5000 ppm y con un extracto saturado de
MMJB utilizando el procedimiento descrito en el ensayo 3. Nuevamente el conteo de larvas
muertas fue realizado a 24 h y se utilizdé un control al cual no se le suministré tratamiento

alguno.

4.8.5. Determinacién de la concentracion Letal Media (CLsy) del aceite esencial de
Mintostachys mollis contra T. solanivora (Ensayo 5)

Se determiné la LCso en ambiente saturado del aceite esencial (AE) de la muestra MMJB,
obtenido por hidrodestilacion en T. solanivora. Para ello, se utilizaron adultos de T.
solanivora de quinta generacion. Se realiz6 un disefio aleatorio con un total de 77
individuos, a los cuales se les aplicaron siete (7) tratamientos que incluian: un control,
blanco de solvente (etanol), concentraciones de 2,2, 5,0, 7,0, 8,0, 10,0, 12,0, 15,0 y 20,0%
del AE en etanol; como control negativo se utilizd6 el plaguicida comercial en su
concentracion recomendada (3,5 g/250 mL). El ensayo fue realizado a 24 h en un
recipiente plastico de 500 cm® sellado herméticamente; se colocé un individuo por
recipiente. Se aplicaron 20 pL de cada tratamiento en discos de papel filtro de 2 cm de
didmetro y una vez impregnado el disco, se colocod en el recipiente plastico y se dejé

evaporar el solvente, para finalmente colocar el insecto a evaluar.

Los resultados fueron analizados mediante el software Bioestat 5.3 (Amazonas, Brasil).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Obtencién de extractos etandlicos de Mentha y Minthostachys

En este trabajo por primera vez se reporta el estudio de extractos etandlicos obtenidos por MAE

de especies M. spicata, M. pulegium y M. mollis.

Los extractos etandlicos obtenidos por MAE, presentaron un coloracién verde y un olor
mentolado, el volumen de extracto obtenido se reporta en la tabla 5, el cual varia en funcién de
la adsorciobn de solvente por parte de la muestra seca. De igual manera se reporta el

rendimiento de extraccion el cual fue mayor para la muestra MPC.

Tabla 5. Propiedades organolépticas y volumen total de los extractos etandlicos obtenidos por MAE;
Volumen de extraco (mL) (xs) y Rendimiento de extraccién (%) (zs).

MUESTRA VOLUMEN DE RENDIMIENTO DE

EXTRACTO (mL) EXTRACCION (%)
MSC 4,82 (x0,33) 5,73 (0,19)
MSE 4,36 (+0,26) 4,51 (+0,29)
MPC 5,30 (0,33) 6,04 (+0,21)
MPE 4,61 (+0,56) 4,75 (+0,34)
MMJB 4,58 (+0,33) 3,64 (+0,10)
MMTJ 6,18 (0,55) 5,26 (+0,37)

La coloracion de los extractos que se puede apreciar en la figura 17 A, varia en intensidad y
puede atribuirse presumiblemente a la presencia de clorofilas, que es propio de extractos

naturales preparados a partir de hojas [64].

5.2. Determinacion del extracto seco (ES) de los extractos etandlicos obtenidos por
MAE

Se realiz6 el proceso de secado durante 20 h; los cambios fisicos se observan en la figura
17. El cambio de color se puede atribuir a la degradacion las clorofilas, las cuales pierden el
ion Mg?*, pasando a feofitina y posteriormente se degradan hasta feoforbidos y clorinas [65].

—

Figura 17. Determinacién de ES (%): A). Extractos etanodlicos obtenidos por MAE; B). Extracto seco a
20 h
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Este proceso se realizé con el fin de poder cuantificar los compuestos quimicos presentes
en los extractos obtenidos, lo cual permite su dosificacion para el estudio posterior de

actividad bioplaguicida y para otras futuras aplicaciones.

5.3. Andlisis de la composicion quimica de los extractos etanélicos por CG-EM

Los extractos se analizaron en el CG-EM en fase reversa, utilizando las condiciones de

trabajo previamente optimizadas (seccion 4.4.1.). Se evalué la resolucion y la intensidad de

las sefales. Se encontr6 que los espectros tienen en general hasta 50 picos

cromatogréficos, de los cuales entre uno y tres son de gran intensidad como puede

apreciarse en la figura 18.
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Figura 18. TIC de los extractos etandlicos de Mentha y Minthostachys con zoom en 1.000.000
de cuentas de los extractos; (*) indica el pico base y su intensidad entre paréntesis; (**) indica el

El,; (***) indican el El;.
5.3.1 Identificacion de los compuestos principales de los extractos etandlicos

obtenidos por MAE mediante CG-EM
En la figura 19 se muestra el TIC de la mezcla de alcanos de C10-C30.
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Figura 19. Perfil cromatografico para la mezcla de alcanos C10-30.
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Tanto los compuestos principales o mayoritarios y los presentes en pequefias cantidades,
se pueden apreciar en las tablas (6-11) en la seccion 5.3.2; en ellas, se puede ver como los
compuestos principales tienen una proporcién de hasta un 53% de la fraccion volatil del

extracto.

La comparacién de los espectros obtenidos por CG-EM de los extractos y el respectivo
espectro de masas reportado en literatura para los compuestos mayoritarios, se muestran
en los anexos 6-11. La comparacion con los indices de retencion se pueden apreciar en las
tablas 6-11.

En los compuestos identificados en las muestras MSE, MSC, MPE, MMJB y MMJ se reporta
por primera vez la presunta presencia de vitamina E que es un antioxidante natural, que
protegen de la oxidacion de especies reactivas de oxigeno, las cuales deterioran las células
[66]. Este compuesto fue eluido a un tz de 64min, se encontrd en los extractos MMTJ, MPE,
MSE, MMJB y MSC, en un porcentaje de 0,09, 0,17, 0,39, 1,14, 2,82% de la fraccion volatil
respectivamente, teniendo para el extracto MSC un porcentaje de aproximacion del

espectro de masas con la base de datos Wiley del 95%.

Dentro de los compuestos principales se detectd Elemol, siendo el compuesto mas probable
de encontrar en el analisis de la muestra, debido a que uno de los isbmeros estructurales, el
Hedicariol, presenta un espectro practicamente igual con un IR muy similar al Elemol, pero
se ha reportado en la literatura que el Hedicariol se puede isomerizar a Elemol por
calentamiento en el CG-EM (ver figura 20), a una temperatura de 174 °C como reporto
Ichiro Hattan y colaboradores en 2016; para los extractos etandlicos analizados, el

compuesto eluye en un tz de 19,424 min y a una temperatura de 177 °C [67].

OH

—

/ Calentamiento
OH

Hedicariol Elemol

Figura 20. Isomeracion del Hedicariol a Elemol inducida por calentamiento en el CG-EM [67].

Los compuestos identificados, son parte de la familia de los monoterpenos, los cuales son
biosintetizados por las rutas metabdlicas que se muestran en la Anexo 12, en las cuales se
puede apreciar como el Isopentildifosfato y el Dimetilalildifosfato forman al Geranildifosfato,

este es el precursor para la formacion de los monoterpenos y de él se forma el Limoneno,
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que es esqueleto estructural para la formacién de monoterpenos como el Oxido de

Piperitona y Mentona [68].

5.3.2 Cuantificacion por CG-EM de los extractos etandlicos obtenidos por MAE

Mediante la técnica de estandar interno, se cuantificaron los compuestos volatiles presentes
en los extractos etandlicos obtenidos por MAE. La composicion de los extractos fue
reportada en base al ES y al material de partida (hojas secas); estas se muestran en las

tablas 6-11, junto con su porcentaje de abundancia en el extracto respectivo.

En la muestra MSE se cuantificaron 48 compuestos de los cuales se identificaron
tentativamente 44, encontrandose como compuestos principales con base a su proporcion
en los extractos son; Carvona (47,68%), Limoneno (6,24%) y Dihidrocarveol (5,47%) como
se muestra en la tabla 6. En MSC se cuantificaron e identificaron tentativamente 50
compuestos siendo los principales Carvona (33,99%), Elemol (9,47%) vy
cis-Hidratosabineno (7,14%) reportados en la tabla 7. En MPE se cuantificaron 24
compuestos de estos 23 fueron identificados tentativamente, presentdndose Pulegona
(54,44%) y Piperitenona (30,75%) como los compuestos principales, como se ve en la tabla
8. Para la MPC se cuantificaron e identificaron tentativamente 26 compuestos de los cuales
p-Mentona (46,30%) y Pulegona (34,70%) se encontraron en mayor proporcion como se
muestra en la tabla 9. En MMJB se cuantificaron e identificaron 29 compuestos, siendo
Oxido de Piperitona (52,21%) e Isomentona (10,24%) los compuestos principales,
reportados en la tabla 10. Por ultimo, en MMTJ se identificaron 38 compuestos, de los
cuales se identificaron presuntamente 37, encontrdndose, como compuestos principales

Pulegona (37,76%) e Isomentona (25,86%), como se observa en la tabla 11.
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Tabla 6. Composicion quimica determinada por CG-EM del extracto MSE; Cuantificacion en mg/gmuestra £ S €On Abundancia en %; Cuantificacion en mg/ges £s; Porcentaje
de similitud del espectro de masas con la literatura (%*); n=3

Pico Nombre del Compuesto MQg/g muestra % ma/g es %* IR calculado IR Literatura Referencia
1 2,5-Dimetiltetrahidrofurano 0,0084 (+0,0040) 0,14 0,1752 (+0,0719) 64,7 Luo y Agnew, 2001
2 a-Pineno 0,0173 (x0,0015) 0,29 0,3640 (+0,0056) 91 727 Adams, y col., 2006
3 Sabineno 0,0252 (+0,0059) 0,42 0,5282 (+0,0852) 87 939 da Silva y col., 1999
4 B-Pineno 0,0260 (+0,0004) 0,43 0,5481 (+0,0315) 95 972 Choi, 2003
5 B-Mirceno 0,0167 (+0,0014 0,28 0,3521 (+0,0039) 72 981 Medina y col., 2005
6 3-Octanol 0,0179 (+0,0023) 0,30 0,3761 (+0,0213) 90 992 Javidnia y col., 2004
7 Limoneno 0,3772 (+0,0563) 6,23 7,9227 (+0,6155) 93 1032,8 1032 Gauvin y col., 2004
8 1,8-Cineol 0,2516 (+0,0178) 4,16 5,2993 (+0,0076) 96 1036,1 1036 Martins y col., 2007
9 y-Terpineno 0,0025 (+0,0005) 0,04 0,0517 (+0,0063) 76 1062,0 1062 Adams y col., 2006
10 cis-Hidratosabineno 0,1740 (+0,0284) 2,87 3,6532 (+0,3345) 58 1071,3 1070 Varda-Uenlue, 2002
11 Dihidroximaltol 0,0270 (+0,0073) 0,45 0,5657 (+0,1125) 97,6 1145,8 1149 Boylston y Viniyard, 1998
12 a-Terpineol + Endoborneol 0,0339 (+0,0049) 0,56 0,7119 (+0,0514) - 1172,8 1173, 1171 Gkinis y col.,, 2003, Angioni y col., 2006
13 Dihidrocarveol 0,3307 (+0,0455) 5,46 6,9488 (+0,4573) 61,4 1199,5 1195/995 Gallori, 2001 / Setzer y col., 2006
14 Dihidrocarvona 0,0391 (+0,0068) 0,65 0,8206 (+0,0836) 91 1202,6 1994 Andriamaharavo, 2014
15 trans-Dihidrocarvona 0,0066 (+0,0014) 0,11 0,1374 (+0,0192) 93 1210,9 1200 Leffingwell, 2005
16 Carveol 0,1359 (+0,0213) 2,24 2,8530 (+0,2441) 72 1236,0 1217 Adams y col., 2005
17 Pulegona 0,0272 (+0,0035) 0,45 0,5714 (+0,0329) 64 1246,4 1235 Stashenko y col., 2004
18 Carvona 2,8831 (+0,4238) 47,62 60,5610 (+4,5631) 97 1270,9 1249 Baranauskiene y col., 2005
19 Endobornil Acetato 0,0072 (+0,0018) 0,12 0,1516 (+0,0273) 64 1270,9 1288 Zoghbi y col., 1998
20 4-Vivilguaiacol 0,0190 (+0,0114) 0,31 0,3935 (+0,2113) 58,7 1318,6 1317 Steinhaus y Schieberle, 2007
21 trans-Dihidrocarvil Acetato 0,0710 (+0,0093) 1,17 1,4915 (+0,0885) 59 1331,9 1329,8 Andriamaharavo, 2014
22 C15H24 0,0190 (+0,0009) 0,31 0,4012 (+0,0091) -- 1346,4 - -
23 Piperitenona 0,0071 (+0,0015) 0,12 0,1486 (+0,0205) -- 1349,3 1347 Stashenko y col., 2004
24 Isoeugenol 0,0094 (+0,0043) 0,16 0,1956 (+0,0775) 94 1362,4 1362 Rao y col., 2000
25 Carvilacetato 0,0307 (+0,0043) 0,51 0,6448 (+0,0449) 80 1366,5 1364 Zhao y col., 2009
26 Oxido de Piperitenona 0,0100 (+0,0013) 0,16 0,2096 (+0,0126) -- 1373,2 1369 Vagionas y col., 2007
27 -Bourboneno 0,1216 (+0,0173) 2,01 2,5556 (+0,1803) 86 1397,4 1397 Cardenal y col., 2006
28 B-Elemeno 0,1011 (+0,0144) 1,67 2,1240 (+0,1494) 97 1401,1 1401 Pellati y col, 2005
29 cis-Jasmono 0,0260 (+0,0052) 0,43 0,5441 (+0,0710) 98 1404,6 1404 Rout y col., 2007
30 trans-Cariofileno 0,2457 (+0,0369) 4,06 5,1604 (+0,4052) 94 1434,0 1434 Mahattanatawee y col.,2005
31 Calareno 0,1333 (+0,0769) 2,20 2,7563 (1,4210) 43 1442,6 1442 Baranauskiene y col.,2003
32 cis-Muurola-4(14),5-dieno 0,0403 (+0,0090) 0,67 0,8447 (+0,1286) 90 1458,3 1459 Maia y col.,2000
33 a-Humuleno 0,0153 (+0,0028) 0,25 0,3208 (+0,0364) 96 1468,0 1468 King y Knight., 1992
34 C15H24 0,0288 (+0,0026) 0,48 0,6057 (+0,0121) -- 1476,7 -- -
35 y-Cadineno 0,0133 (+0,0015) 0,22 0,2787 (+0,0108) 42 1481,5 1480 Marongiu y col.,2006
36 epi-Biciclosesquifelandreno 0,1896 (+0,0253) 3,13 3,9850 (+0,2454) 93 1494,9 1482 Skaltsa, 2003
37 Germacreno B / y-Elemeno 0,0354 (+0,0068) 0,58 0,7417 (+0,0899) 58/50 1510,6 1516 /1511 | Marongiu y col., 2004 / Cardeal ycol., 2006
38 Espatulenol 0,0251 (+0,0035) 0,42 0,5279 (+0,0365) 70 1593,1 1593 Zourai y col., 2010
39 NI 0,0101 (+0,0011) 0,17 0,2115 (+0,0083) -- 1626,8 - -
40 NI 0,0123 (+0,0017) 0,20 0,2592 (+0,0166) -- 1630,2 - -
41 Loliolide 0,0077 (x0,0009) 0,13 0,1626 (+0,0074) 76 1780,2 1784 Andriamaharavo, 2014
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42 Neofitadieno 0,1544 (+0,0981) 2,55 3,1852 (+1,8373) 99 1841,0 1840 Kukic y col., 2006

43 Neofitadieno 0,0213 (+0,0140) 0,35 0,4397 (+0,2642) 93 1865,7 1855 Umy col.,, 1992

44 Neofitadieno 0,0419 (+0,0268) 0,69 0,8649 (+0,5015) 91 1883,9 1881 Kukic y col., 2008

45 Acido hexadecanoico 0,0668 (+0,0332) 1,10 1,3864 (+0,5987) 98 1960,0 1960 Maia y col., 2000

46 Tetrametil-2-hexadecen-1-ol, 0,0258 (+0,0077) 0,43 0,5392 (+0,1229) 38 2216,8 2148 Saroglou y col., 2006

47 Metilester del acido 5,8,11 heptadecatrienoico 0,1412 (+0,0507) 2,33 2,9426 (+0,8549) 90 22423 2130 Lazar y col., 2000

48 Vitamina E 0,0238 (+0,0014) 0,39 0,5007 (+0,0061) 57 - - -
Tabla 7. Composicién quimica determinada por CG-EM del extracto MSC; Cuantificacion en mg/gmuesra £5 con Abundancia en %; Cuantificacidon en mg/ges +s; Porcentaje
de similitud del espectro de masas con la literatura (%*); n=3

Pico Nombre Compuesto mg/g muestra % mMg/ges %* IR calculado IR Literatura Referencia

1 2,5-dimetiltetrahidrofurano 0,0066 (+0,0016) 0,20 0,1086 (+0,0228) 42 727 Luo y Agnew, 2001

2 a-Pineno 0,0059 (+0,0010) 0,18 0,0979 (+0,0123) 91 939 Adams y col., 2006

3 Sabineno 0,0128 (+0,0020) 0,39 0,2116 (+0,0249) 87 972 da Silva y col., 1999

4 B-Pineno 0,0087 (+0,0015) 0,26 0,1434 (+0,0192) 95 981 Choi, 2003

5 B-Mirceno 0,0031 (+0,0007) 0,10 0,0519 (+0,0100) 73 992 Medina y col., 2005

6 3-Octanol 0,0299 (+0,0049) 0,91 0,4929 (+0,0634) 90 995 Javidnia y col., 2004

7 a-Terpineno 0,0043 (+0,0005) 0,13 0,0712 (+0,0050) 70 1020,7 1020 Lopes y col., 2004

8 Limoneno 0,0424 (+0,0083) 1,29 0,6993 (+0,1128) 93 1032,9 1032 Lopes y col., 2004

9 1,8 Cineol 0,1439 (+0,0080) 4,38 2,3758 (+0,3788) 96 1036,2 1036 Novak y col., 2001

10 y-Terpineno 0,0068 (+0,0005) 0,21 0,1117 (+0,0048) 76 1062,3 1062 Adams., 1965

11 cis-Hidratosabineno 0,2350 (+0,0368) 7,15 3,8813 (+0,4707) 58 1071,3 1071 Pripdeevech y col, 2010

12 Linalool 0,0160 (+0,0024) 0,49 0,2637 (+0,0299) 90 1100,7 1100 Liuy col., 2006

13 Bencenetanol 0,0034 (+0,0008) 0,10 0,0561 (+0,0116) 69 1117,2 1118 Fadel y col., 2006

14 3-Ocatnil acetato 0,0057 (+0,0015) 0,17 0,0945 (+0,0203) 89 11223 1122 Cavar y col., 2010

15 1-Propil -2-pirrolidona 0,0032 (+0,0028) 0,10 0,0524 (+0,0048) 64 1142,0 1119 PubChem database

16 Dihidroximaltol 0,0074 (+0,0004) 0,23 0,1228 (+0,0028) 78 1146,1 1149 Boylston y Viniyard, 1998

17 cis-Dihidrocarveol 0,1131 (+0,0033) 3,44 1,8690 (+0,1417) 49 1199,5 1196 Chaverriy col, 2011

18 trans-Dihidrocarvona 0,0124 (+0,0054) 0,38 0,2052 (+0,0335) 93 1202,6 1202 Macchioni y col, 2003

19 Carveol 0,1116 (+0,0048) 3,40 1,8458 (+0,0500) 72 1235,9 1234 Edris y col., 2003

20 Pulegona 0,0058 (+0,0011) 0,18 0,0958 (+0,0166) 64 1246,3 1245 Topu y col., 2005

21 Carvona 1,1156 (+£0,0250) 33,95 18,4669 (+0,1338) 97 1250,1 1249 Baranauskiene y col., 2005

22 tans-Dihidrocarvil acetato 0,0239 (+0,0015) 0,73 0,3954 (+0,0325) 59 1332,0 1329 Andriamaharavo, 2014

23 Eugenol 0,0045 (+0,0025) 0,14 0,0744 (+0,0036) 61 1362,6 1362 Rao y col., 2000

24 2-Metil-5(1-metiletil)- 2-ciclohexen-1-ol-acetato 0,0315 (+0,0024) 0,96 0,5210 (+0,0362) 87 1366,6 1339 Stashenko y col., 2003

25 B-Bourboneno 0,0400 (+0,0006) 1,22 0,6614 (+0,0656) 96 1397,6 1397 Cardenal y col., 2006

26 B-Elemeno 0,0489 (+0,0103) 1,49 0,8081 (+0,0503) - 1401,3 1401 Pellati y col, 2005

27 cis-Jasmono 0,0169 (+0,0083) 0,52 0,2803 (+0,0080) 96 1404,9 1404 Rout y col., 2007

28 trans-Cariofileno 0,1554 (+0,0002) 4,73 2,5661 (+0,3229) 98 1434,2 1434 Mahattanatawee y col.,2005

29 Calareno 0,0092 (+0,0030) 0,28 0,1513 (+0,0186) 43 1442,9 1442 Feizbaksh y col., 2003

30 B-Farneseno 0,0234 (+0,0015) 0,71 0,3875 (+0,0284) 58 1459,9 1459 Lopes y col., 2004

31 a-Humuleno 0,0253 (+0,0524) 0,77 0,4175 (+0,0254) 96 1468,3 1468 King y Knight., 1992

32 (Allo)-Aromadendreno 0,0060 (+0,0011) 0,18 0,0997 (+0,0058) 80 1476,3 1476 Tzakou y col., 1997

33 epi-Biciclosesquiphelandreno/Germacrene 0,0876 (+0,0083) 2,67 1,4475 (+0,1192) 93/21 1495,2 1491/1493 Loizzo y col., 2007 / Himanen y col., 2005

34 Elixene/Germacreno 0,0437 (x0,0182) 1,33 0,7214 (x0,1110) 58/40 1510,9 1511/1510 Cardenal y col., 2006 / Vilaseca y col., 2004

35 Germacreno B 0,0161 (+0,0014) 0,49 0,2675 (+0,0134) 55 1533,0 1535 Basta y col., 2006

36 Elemol/Hedicariol 0,3107 (+0,0033) 9,46 5,1446 (+0,1330) 91/90 1560,7 1560/1559 Farsam y col., 2007 / Krauze-Baranowicz y
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col., 2002

37 Isololiolido 0,0187 (+0,0182) 0,57 0,3102 (+0,0362) 53 1780,3 1784 Andriamaharavo, 2014
38 Neofitadieno 0,1485 (+0,0014) 4,52 2,4433 (+0,7803) 99 1841,4 1840 Kukic y col., 2006
39 3,7,11,15-tetrametil-2-Hexadeceno 0,0096 (+0,0033) 0,29 0,1594 (+0,0132) 93 1848,1 1830 Watanabe y col., 2008
40 Neofitadieno isomero |l 0,0224 (+0,0079) 0,68 0,3689 (+0,1235) 93 1866,2 1862 Pubchem database
41 Neofitadieno isomero IlI 0,0419 (+0,0033) 1,27 0,6879 (+0,2775) 46 1884,3 1881 Pubchem data base
42 Acido hexadecanoico 0,0321 (+0,0079) 0,98 0,5310 (+0,0042) 98 1957,7 1957 Berdague y col., 1991
43 Fitol 0,0365 (+0,0033) 1,11 0,6051 (+0,0769) 91 2217,3 2148 Saroglou y col., 2006
44 Acido heptatrienoico, metilester 0,0566 (+0,0079) 1,72 0,9357 (+0,0983) 87 22429 2106 Rout y col., 2005
45 Neofitadieno 0,0165 (+0,0033) 0,50 0,2737 (+0,0645) 90 2493 -- --

46 Neofitadieno 0,0235 (+0,0012) 0,71 0,3883 (+0,0067) 60 2682 -- --

47 Eugenol 0,0091 (+0,0020) 0,28 0,1496 (+0,0271) 2722 -- --

48 Eugenol 0,0136 (+0,0014) 0,41 0,2252 (+0,0144) 2784 -- --

49 Fitolacetato 0,0273 (+0,0027) 0,83 0,4523 (+0,0609) 44,4 2833 -- --

50 Vitamina E 0,0927 (+0,0112) 2,82 1,5323 (+0,1310) 95 3511 -- --

Tabla 8. Composiciéon quimica determinada por CG-EM del extracto MPE; Cuantificacion en mg/gmuestra £ €On Abundancia en %; Cuantificacién en mg/ges %S;
Porcentaje de similitud del espectro de masas con la literatura (%%*); n=3

Pico Nombre Compuesto mg/g muestra % mg/ges % IR calculado IR Literatura Referencia
1 a-Pineno 0,0051 (+0,0003) 0,07 0,0886 (+0,0048) 87 939 Adams y col., 2006
2 B-Pineno 0,0036 (+0,0005) 0,05 0,0636 (+0,0086) 90 981 Choi ,2003
3 3-Octanol 0,0412 (+0,0023) 0,56 0,7184 (+0,0401) 77,8 999 Javidnia y col., 2004
4 Limoneno 0,0133 (+0,0023) 0,18 0,2317 (+0,0053) 96 1032,8 1032 Gauvin y col., 2004
5 1,8-Cineol 0,0100 (+0,0020) 0,13 0,1738 (+0,0342) 82,7 1046,1 1046 Bouzouita y col., 2003
6 Bencenacetaldehido 0,0106 (+0,0008) 0,14 0,1845 (+0,0133) 91 1073,1 1072 Aaslyng y col., 1998
7 Undecano 0,0068 (+0,0010) 0,09 0,1189 (+0,0167) 91 1100,1 1100 Holldobler, 2004
8 3-Octanilacetato 0,0061 (+0,0001) 0,08 0,1071 (+0,0016) 81,9 11223 1122 Cavar y col., 2010
9 6-metil-2,2-dihidro-3,5-dihidroxi- 4H-piran-4-ona 0,0244 (+0,0019) 0,33 0,4265 (+0,0327) 97,6 1146,1 1149 Boylston y Viniyard, 1998
10 Isomentona 0,1663 (x0,0050) 2,25 2,9027 (+0,0880) 98 1159,6 1159 Tepe y col., 2005
11 p-Mentona 0,3596 (+0,0108) 4,87 6,2768 (+0,1883) 98 1170,6 1172 Cardenal y col., 2006
12 1,3,4-Trimetil 3-Ciclohexen-4-carboxaldehido, 0,0340 (+0,0017) 0,46 0,5933 (+0,0297) 60 1170,7 1171 Tepe y col., 2005
13 a-Terpineol 0,0049 (+0,0002) 0,07 0,0862 (+0,0039) 78 1181,3 1181 Usubillaga y col., 2001
14 Pulegona 4,0240 (+0,0531) 54,44 | 70,2365 (+0,9260) 97 12245 1224 Basta y col., 2007
15 Piperitenona 0,0998 (+0,0026) 1,35 1,7419 (0,0452) 96 1246,3 1248 Bozin y col., 2006
16 Isopiperitenona 0,0339 (+0,0008) 0,46 0,5912 (+0,0141) 88 1261,3 1266 Alma y col., 2004
17 Piperitenona 2,2726 (+0,0780) 30,75 | 39,6657 (+1,3619) 90 12943 1297 Sardashti y col., 2013
18 epi-Biciclosesquifelandreno/ Germacreno D 0,0197 (+0,0001) 0,27 0,3440 (+0,0009) 55/48 1495,2 1498 /1490 | Cardenal y col., 2006 / Mumm y col., 2004
19 Neofitadieno 0,0986 (+0,0375) 1,33 1,7216 (+0,6537) 99 1841,6 1842 Povolo y col., 2006
20 Neofitadieno 0,0273 (+0,0038) 0,37 0,4760 (+0,0661) 86 1884,6 1881 Pubchem data base
21 Acido hexadecanoico 0,0625 (+0,0061) 0,85 1,0903 (+0,1057) 98 1960,5 1960 Maia y col., 2000
22 Neofitadieno 0,0349 (+0,0086) 0,47 0,6094 (+0,1505) 83 2682 - -
23 Mezcla 0,0199 (+0,0070) 0,27 0,3468 (+0,1230) - 2733 - -
24 Vitamina E 0,0125 (+0,0040) 0,17 0,2180 (+0,0706) 53 - - -
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Tabla 9. Composicion quimica determinada por CG-EM del extracto MPC; Cuantificacion en mg/gmuestra £ €on Abundancia en %; Cuantificacién en mg/ges %S;
Porcentaje de similitud del espectro de masas con la literatura (%*); n=3

Pico Nombre del Compuesto Mg/Jmuestra % mg/ges %* IR calculado IR Literatura Referencia
1 2,5-Dietiltetrahidrofurano 0,0052 (+0,0009) 0,15 0,1153 (+0,0277) 65 901 Suy col.,, 2009
2 a-Pineno 0,0081 (+0,0009) 0,24 0,1802 (+0,0318) 91 939 Adams y col., 2006
3 Sabineno 0,0060 (+0,0010) 0,18 0,1346 (+0,0316) 97 972 da Silva y col., 1999
4 B-Pineno 0,0104 (+0,0012) 0,31 0,2327 (+0,0408) 90 981 Choi, 2003
5 B-Mirceno 0,0036 (+0,0000) 0,11 0,0801 (+0,0055) 56 912 Medina y col., 2005
6 3-Octanol 0,0548 (+0,0063) 1,62 1,2216 (+0,2171) 83 999 Javidnia y col., 2004
7 Limoneno 0,0294 (+0,0035) 0,87 0,6545 (+0,1197) 94 1032,9 1032 Gauvin y col., 2004
8 1,8-Cineol 0,0432 (+0,0056) 1,28 0,9625 (+0,1850) 97 1036,3 1036 Novak y col., 2001
9 Bencenacetaldehido 0,0070 (+0,0002) 0,21 0,1552 (+0,0054) 91 1046,3 1046 Pino y col., 2004
10 Hidratosabineno (trans/cis) 0,0018 (+0,0001) 0,05 0,0390 (+0,0050) 32/25 1071,4 1071 Southwell, 2002 /Pripdeevch y col., 2010
11 Undecano 0,0039 (+0,0014) 0,12 0,0879 (+0,0366) 74 1100,2 1100 Holldobler, 2004
12 Dihidroximaltol 0,0077 (+0,0009) 0,23 0,1713 (+0,0084) 98 1146,6 1149 Boylston y Viniyard, 1998
13 Isomentona 0,0250 (+0,0007) 0,74 0,5562 (+0,0511) 95 1159,8 1159 Tepe y col., 2005
14 p-Mentona 1,5667 (+0,1915) 46,30 | 34,9105 (+6,4766) 98 1170,7 1172 Cardenal y col., 2006
15 Mentol (isémero) 0,0081 (+0,0006) 0,24 0,1801 (+0,0252) 52 1178,0 1178 Zhao y col., 2009
16 (-)-Mentol 0,0227 (+0,0014) 0,67 0,5050 (+0,0642) 91 1190,1 1191 Singh y col., 2005
17 Pulegona 1,1744 (+0,1147) 34,70 | 26,1485 (+4,2146) 95 1246,3 1245 Topcu y col., 2005
19 Carvona 0,0221 (+0,0008) 0,65 0,4921 (+0,0496) 50 12494 1249 Baranauskiene y col., 2005
20 Piperitona 0,0846 (+0,0078) 2,50 1,8835 (+0,2935 94 1261,2 1262 Avatoy col., 2004
21 Isopiperitenona 0,0042 (+0,0004) 0,12 0,0935 (+0,0146) 82 1277,6 1272 Vagionas y col., 2007
22 Terpinoleno / Canfeno 0,0041 (+0,0004) 0,12 0,0904 (+0,0156) - 13144 1089 /1097 Adams y col., 2005/ Chung, 1993
5-Isopropenil-2,3-dimetil-2-ciclopenten-1-
23 ona 0,1724 (+0,0084) 5,09 3,8325 (+0,4316) - 1349,6 - -
24 trans-Cariofileno 0,0969 (+0,0181) 2,86 2,1643 (x0,5397) 91 1434,4 1431 Baranauskiene y col., 2003
25 a-Humuleno 0,0173 (+0,0013) 0,51 0,3860 (+0,0527) 96 1468,8 1460 Baranauskiene y col., 2003
26 Germacreno D/a-Muuroleno 0,0042 (+0,0002) 0,12 0,0925 (+0,0007) 40/32 1495,0 1492/1495 Vazques y col., 2011/Blazquez y col., 2003
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Tabla 10. Composicidn quimica determinada por CG-EM del extracto MMJB; Cuantificacién en mg/gmuestra £ coOn Abundancia en %; Cuantificacion en mg/ggs +s;
Porcentaje de similitud del espectro de masas con la literatura (%%*); n=3

Pico Nombre del Compuesto Mg/Ymuestra % mg/ges %* IR calculado IR Literatura Referencia
1 a-Pineno 0,0057 (+0,0008) 0,15 0,1078 (+0,0079) 91 939 Adams y col., 2006
2 B-Pineno 0,0121 (+0,0011) 0,33 0,2307 (+0,0049) 81 981 Choi, 2003
3 3-Octanol 0,0076 (+0,0012) 0,20 0,1433 (+0,0137) 86 995 Javidnia y col., 2004
4 Limoneno 0,0123 (+0,0006) 0,33 0,2337 (+0,0055) 94 1032,62 1032 Lopes y col., 2004
5 Bencenacetaldehido + NI 0,0047 (+0,0007) 0,13 0,0899 (+0,0193) 70 1047,67 1047 Steinhaus y col., 2007
6 3-Octanilacetato 0,1237 (+0,0205) 3,34 2,3438 (+0,2254) 82 1122,15 1122 Carvar y col.,, 2010
7 Dihidroximaltol 0,0254 (+0,0007) 0,68 0,4826 (+0,0211) 97 1145,51 1149 Boylston y Viniyard, 1998
8 Isomentona 0,3806 (+0,0669) 10,27 7,2064 (+0,7676) 98 1159,54 1159 Tepe y col., 2005
9 p-Mentona + p-Mentol 0,2066 (+0,0368) 5,58 3,9123 (+0,4261) 91 1170,29 1160/1171 Vilaseca y col., 2004 / Boix, Victorio y col., 2010
10 Mentol (isémero) 0,0047 (+0,0010) 0,13 0,0893 (+0,0131) 64 1177,63 1173 Pino y col., 2005
11 a-Terpineol 0,0044 (+0,0016) 0,12 0,0825 (+0,0246) 78 1196,33 1196 Nickavar y col., 2002
12 2,3-Dihidrobenzofurano 0,0352 (+0,0078) 0,95 0,6754 (+0,1949) 64 1218,47 1219 Miyazawa y col., 2011
13 Pulegona 0,1882 (+0,0369) 5,08 3,5617 (+0,4522) 94 1245,90 1245 Topcu y col., 2005
14 Oxido de Piperitona 1,9323 (+0,1254) 52,16 36,7289 (+0,1805) 94 1260,82 1259 Slavkovska y col., 2005
15 Neomentilacetato 0,1835 (+0,0323) 4,95 3,4741 (+0,3709) 91 1279,25 1278 Singh y col., 2005
16 Timol 0,0167 (+0,0011) 0,45 0,3178 (+0,0008) 81 1292,67 1292 Benkaci-Ali y col., 2007
17 Carano 0,0156 (+0,0015) 0,42 0,2966 (+0,0008) 40 1297,50 - Udarov y col., 1987
18 Carvacrol 0,0278 (+0,0030) 0,75 0,5320 (+0,0008) 64 1318,68 1314 Sotomayor, 2004
19 Piperitenona 0,0227 (+0,0029) 0,61 0,4299 (+0,0008) 83 1347,85 1347 Agnihotri y col., 2005
20 a-Copaeno 0,0073 (+0,0005) 0,20 0,1386 (+0,0008) 94 1387,12 1387 Cardeal y col., 2006
21 Trans-Cariofileno 0,2044 (+0,0264) 5,52 3,8757 (+0,0008) 95 1433,93 1431 Baranauskiene y col., 2003
22 a-Humuleno 0,0379 (+0,0012) 1,02 0,7213 (+0,0008) 96 1468,28 1468 King y knight, 1992

y-Cadineno, epi- 1494/

23 Biciclosesquifelandreno 0,0148 (+0,0005) 0,40 0,2810 (+0,0008) 70/91 1494,77 1491 Biondi y col., 2006 / Loizzoy col., 2007
24 Elixeno / Germacreno, B/D 0,0546 (+0,0074) 1,47 1,0347 (+0,0008) 64/40 1510,69 1511/ 1515 Cardeal y col., 2006 / Guilliard y col., 2001
25 Neofitadieno 0,0084 (+0,0027) 0,23 0,1611 (+0,0008) 58 1884,08 1881 Pubchem database
26 Acido hexadecandico 0,0242 (+0,0013) 0,65 0,4619 (+0,0008) 95 1959,30 1959 Jovanovic y col., 2005
27 Acido esteérico 0,0844 (+0,0004) 2,28 1,6085 (+0,0008) 45 224152 2200 Beaulieu y Grimm, 2001
28 Neofitadieno (isémero) 0,0166 (+0,0007) 0,45 0,3161 (+0,0008) 38 2681 - -
29 Vitamina E 0,0424 (+0,0048) 1,14 0,8048 (+0,0008) 91 - - -
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Tabla 11. Composicién quimica determinada por CG-EM del extracto MMTJ; Cuantificacién en mg/gmeestra £5 cOn Abundancia en %; Cuantificacion en mg/ges +s; Porcentaje

de similitud del espectro de masas con la literatura (%*); n=3

Pico Nombre Compuesto MJ/g muestra % mg/ges %* IR calculado IR Literatura Referencia
1 a-Tujeno 0,0134 (x0,0009) 0,11 0,3673 (+0,0261) 91 933 Wong y col., 2006
2 a-Pineno 0,0108 (+0,0003) 0,09 0,2959 (+0,0087) 91 939 Adams y col., 2006
3 Sabineno 0,0107 (+0,0020) 0,09 0,2938 (+0,0542) 70 972 da Silva y col., 1999
4 B-Pineno 0,0206 (+0,0013) 0,17 0,5661 (+0,0347) 91 981 Choi, 2003
5 3-Octanol 0,1713 (x0,0116) 1,42 4,7071 (x0,3177) 90 992 Javidnia y col., 2004
6 Decano 0,0083 (+0,0004) 0,07 0,2274 (£0,0111) 30 999 Adams y col., 1995
7 a-Terpineno 0,0148 (+0,0012) 0,12 0,4055 (+0,0340) 96 1020,34 1020 Lopes y col., 2004
8 Cimeno 0,1279 (+0,0047) 1,06 3,5139 (+0,1305) 95 1027,73 1027 Oliveira y col., 2006
9 y —Terpineno 0,1994 (+0,0079) 1,65 5,4783 (x0,2181) 97 1061,82 1060 Zhao y col., 2006
10 Hidratosabineno 0,0319 (+0,0043) 0,26 0,8759 (x0,1177) 93 1070,97 1070 Varda-Uenlue, 2002
11 3-Nonanol 0,0047 (+0,0006) 0,04 0,1283 (+0,0152) 78 1095,43 1099 Usai y col., 2003
12 Linanool 0,0448 (+0,0044) 0,37 1,2310 (%0,1220) 72 1100,52 1100 Liu y col., 2006
13 3-Octanil acetato 0,0583 (+0,0033) 0,48 1,6007 (+0,0913) 72,5 112211 1122 Cavar y col.,2010
14 Isomentona 3,0572 (+0,0090) | 25,30 | 83,9957 (+0,2479) 98 1159,63 1159 Tepe y col., 2005
15 Isopulegol 0,0363 (+0,0019) 0,30 0,9964 (+0,0517) 64 1163,26 1165 Singh y col., 2005
16 Mentol + p-Mentona (traza) 0,9944 (+0,0362) 8,23 27,3220 (+0,9937) 93/-- 1170,42 1171/ 1172 Boix y col., 2010/Cardeal y col., 2006
17 Isomero del Mentol 0,0512 (+0,0016) 0,42 1,4071 (£0,0434) 91 1177,63 1177 Radulovic y col., 2010
18 a-Terpineol 0,0306 (+0,0027) 0,25 0,8420 (+0,0741) 86 1196,20 1196 Nickavar y col., 2002
19 Pulegona 4,4644 (+0,0487) | 36,94 | 122,6594 (+1,3388) 97 1246,29 1245 Topcu y col., 2005
20 Piperitona 0,0999 (+0,0074) 0,83 2,7438 (+0,2024) 95 1260,82 1260 El-Massry y col., 2002
21 NI 0,0879 (+0,0032) 0,73 2,4154 (+0,0874) -- 1270,91 -- --
22 Carano 0,0363 (+0,0060) 0,30 0,9963 (+0,1651) 83 1279,07 -- --
23 Timol 0,7803 (+0,0100) 6,46 21,4395 (+0,2738) 59 1292,98 1292 Benkaci-Ali y col., 2007
24 Carvacrol 0,0245 (+0,0017) 0,20 0,6736 (+0,0460) 93 1303,11 1303 Zaibunnisa y col., 2009
25 Piperitenona 0,1417 (x0,0060) 1,17 3,8942 (+0,1648) 81 1349,27 1349 Andriamaharavo, 2014
26 Timil acetato 0,2908 (+0,0034) 2,41 7,9900 (+0,0928) 94 1356,71 1357 Chorianopoulos y col., 2006
27 Eugenol 0,0589 (+0,0037) 0,49 1,6170 (+0,1007) 98 1362,33 1362 Rao y col., 2000
28 trans-Cariofileno 0,3165 (+0,0163) 2,62 8,6952 (+0,4466) 99 1433,93 1434 Lis-Balchin y col., 2000
29 a-Humuleno/B-Silineno 0,0515 (+0,0010) 0,43 1,4162 (+0,0281) 96 1468,28 1468 King y knight, 1992
30 y-Cadineno/ 1495.01 1494/
epi-Bicilosesquifelandreno 0,1072 (+0,0013) 0,89 2,9459 (+0,0363) 70/93 ’ 1491 Biondi y col., 2006 / Loizzoy col., 2007
31 Germacreno 0,1135 (+0,0009) 0,94 3,1193 (x0,0253) 81 1510,69 1515 Cardeal y col., 2006 / Guilliard y col., 2001
32 p-Terbutilcatecol 0,0185 (+0,0002) 0,15 0,5082 (+0,0050) 78 1557,59 -- --
33 Espatulenol 0,0961 (+0,0007) 0,80 2,6409 (+0,0198) 90 1593,09 1593 Zouari y col., 2010
34 4-Etil-6-metil-2-metoxi fenol 0,0516 (+0,0032) 0,43 1,4178 (+0,0875) 87 1638,71 - -
35 Neofitadieno 0,0458 (+0,0026) 0,38 1,2571 (+0,0707) 99 1841,08 1837 Robinson, 2006
36 Acido hexadecanoico 0,0427 (+0,0036) 0,35 1,1733 (£0,0979) 97 1959,61 1959 Jovanovic y col., 2005
37 Neofitadieno 0,0206 (+0,0020) 0,17 0,5652 (+0,0554) 53 2681 -- --
38 Vitamina E 0,0107 (+0,0020) 0,09 0,2949 (+0,0549) 9 -- -- --
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Figura 21. Andlisis multivariante de clasificacion mediante Mapa de calor de los extractos etandlicos de Mentha y Minthostachys.
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5.3.3. Analisis multivariante de clasificacién de los extractos etandlicos obtenidos por

MAE
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El analisis multivariante de clasificacion (mapa de calor), muestra relaciones jerarquicas
mediante dendogramas (ver figura 21) que permiten agrupar tanto los compuestos mayoritarios

como los extractos segun su semejanzas.

El analisis muestra como los extractos se clasifican en cuatro grupos, de los cuales los
extractos MSE y MSC estan en el mismo grupo unidos en el nodo 5 del dendograma izquierdo
del mapa de calor, siendo las muestras que mas semejanzas tienen entre si con respecto a los
demas extractos, lo cual se demuestra al tener una menor distancia euclidiana (18,9). Estos
extractos son ricos en Carvona (33,95-47,62%) que es un monoterpeno oxigenado quiral
caracterizado por sus propiedades aromatizantes, antibacteriales, antiespasmédicas y
carminativas. Tiene aplicaciones como insecticida contra la mosca de la fruta Drosophila
melanogster, como agente antimicrobiano, genotéxico y en las industrias Alimentaria
(sabaroizante), de perfumeria y cosmética [34]. De Carvalho y colaboradores en 2006 reportan
gue puede inhibir la brotacién en la papa (Solanum tuberosum), ayudando a preservar y
mantener la calidad del producto durante los periodos de almacenamiento y transporte [69].
Priscilla y colaboradores en 2009 estudiaron extractos volatiles de M. spicata, obtenidos por
extraccién con SFC y SX, encontrando que los extractos obtenidos eran ricos en Carvona, la
extraccion por SX con Etanol y Hexano como solvente, presentaron las mayores cantidades de
este compuesto (44,13-41,61%), mientras que en la extraccion por SFC utilizando etanol al
15% se encontr6 un 46,58%, estos resultados son coherentes con lo encontrado en los

extractos de estudio analizados en este trabajo [70].

Otro de los compuestos mayoritarios encontrados en estas muestras fue el Limoneno, el cual
se emplea como disolvente, humectante y dispersante ya que no se considera téxico. Este
monoterpeno ciclico, presenta propiedades antioxidantes, como lo registr6 Gastaldi y
colaboradores en 2016, quienes atribuyen dicha actividad en el aceite esencial de Solidago

chilensis, al alto contenido de este compuesto [71].

Aggarwal y colaboradores en 2001 determinaron la eficacia de Carvona y Limoneno presentes

en la M. spicata contra un amplio espectro de hogos y bacterias patdgenas [72].

Adicionalmente se encontré Dihidrocarveol (5,47%) en MSE, este es un terpenodide que puede
presentar actividad antimicrobiana, como lo reporta Reddy y colaboradores en 2015, quienes
evaluaron el aceite esencial de fruta de colina Comiphora caudata frente a varios
microorganismos como S. aureus, E. coli, C. albicans, entre otros, encontrando una actividad

antimicrobiana fuerte, debida al Dihidrocarveol como constituyente mayoritario [73]. Por lo cual
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se propuso estudiar en la seccion 5.6 la actividad de estos extractos contra diferentes

microorganismos.

En MSC se encontré Elemol (9,46%), el cual es un sesquiterpeno, estos compuestos pueden
actuar como antibidticos, presentan actividades farmacoldgicas, citotoxias, antimicrobianas,
antiinflamatorias, entre otras [74]. También se encontré cis-Hidratosabineno (7,15%), este es
un monoterpeno biciclico que puede presentar propiedades antioxidantes como las reportadas
por Quiroga en 2013, quien evalu6 dicho compuesto puro sobre aceite de canola, y semillas de
girasol; presentando un efecto protector al deterioro oxidativo [75]. Estos compuestos, junto con
la Carvona, hacen parte de la composicion principal de MSC, por lo cual se espera que este
extracto, presente de igual manera una alta actividad antioxidante, y posiblemente una

actividad antimicrobiana.

Almeida y colaboradores en 2009, obtuvieron extractos etandlicos de M. spicata por medio de
SX y SFC, mediante la primera técnica consiguieron un porcentaje de rendimiento de
extraccion del 23,33%, el cual es de 4-5 veces mayor que el obtenido por MAE, lo cual se debe
en parte al gran volumen de solvente empleado en SX, el cual esta en relacion 1:30 y los
tiempos prolongados de extraccion (6 horas para este caso) con calentamiento a temperatura
de ebullicion. Por medio de la segunda técnica, en un tiempo de 3 horas, obtuvieron un
porcentaje de rendimiento de 2,39%, el cual es de 2-3 veces menor que los obtenidos en este
trabajo para las muestra MSE y MSC, que fueron de forma correspondiente 4,75 y 6,04% (ver
tabla 5. El método utilizado en este trabajo es mas eficiente, pues en el mismo tiempo en que
se realiza la extraccion por SFC y SX se podrian realizar 6 y 12 extracciones de 30 minutos de
forma correspondiente empleando MAE [70].

El analisis multivariante agrupa las muestras MMTJ y MPE con el nodo 4, indicando que sus
semejanzas son menores que las de las muestras mencionadas anteriormente, pero,
superiores que las muestras restantes, con una distancia euclidiana de 42,9. Estas dos
muestras contienen cada una dos componentes mayoritarios, teniendo en comun un alto
contenido en Pulegona (37,76 y 54,44% de forma correspondiente), indicado por el color rojo

del mapa de calor.

La Pulegona es un monoterpeno que se caracteriza por presentar actividad insecticida, aunque
también presenta actividad antimicrobiana y antioxidante, como reporta Abdelli y colaboradores
en 2016, quienes evaluaron la actividad del aceite esencial de M. pulegium, cuyo componente

principal fue la Pulegona. Obtuvieron buenos resultados al evaluar el poder plaguicida frente a
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la Sitophilus granarius (por método directo, inhalaciéon e ingestidn), actividad antimicrobiana
frente a S. aureus, E. coli, S. tryphimurium, entre otros y actividad antioxidante con ICs, de
69,60 £1,72 pg/mL [58].

La Piperitenona es uno de los compuestos mayoritarios presentes en MPE (30,75%), es un
monoterpeno ciclico insaturado cetoénico, el cual se ha utilizado como aromatizante y presenta
importancia sintética por ser el precursor de la Mentona y el Mentol, que son compuestos
ampliamente utilizados en la industria [76]. Adicionalmente Linio y colaboradores en 2012,
reportan propiedades antifingicas e inhibitorias de este compuesto sobre la acetilcolinesterasa
[77].

En la muestra MMTJ también se encontrd Isomentona (25,30%) como componente principal, se
ha reportado actividad antioxidante de este compuesto, en trabajos como el de Derwich y
colaboradores en 2011, que estudiaron el aceite esencial de M. piperita de la region de Meknes
(Morocco), encontrando que posee una alta actividad de eliminacién de radicales libres, siendo
la Isomentona uno de los constituyentes que contribuyen a dicha actividad [78]. Por lo
anteriormente mencionado, se esperaria que el extracto de MMTJ y MPE presenten una buena

actividad insecticida y antioxidante.

Arauco en 2010 obtuvo extractos etandlicos de M. mollis por SX y SFC ricos en Pulegona,
siendo para SX de 10,92% mientras que para SFC de 32,08-42,62%, estos porcentajes fueron
similares a los encontrados en la muestra MMTJ. También encontré6 Mentona en porcentajes de
4,21% para SX y de 3,84-6,96% para SFC, aunque no encontr6 Isomentona entre los
componentes principales, a diferencia de lo reportado en este trabajo. El autor obtuvo un
rendimiento de extraccién de 3,029% para SFC y 0,6% para SX, siendo inferiores al obtenido
en este trabajo por MAE que fue de 5,26% que es casi el doble que SFC y aproximadamente

nueve veces superior al reportado para SX [79].

Reis-Vasco y colaboradores en 1999 realizaron extraccion por SFC de M. pulegium,
encontrando contenidos de Pulegona de 78-79%, el cual es alto en comparaciéon al obtenido
para MPE, debido a que el sistema SFC suele extraer ademas de los compuestos volatiles,
otros componentes no polares y ceras cuticularas, por ello el sistema se optimizé con el fin de
obtener solo los compuestos volétiles realizado una separacion fraccionada en el equipo de
extraccion. El rendimiento de extraccion de SFC obtenido por los autores fue de 2,43%, el cual

es dos veces menor que el presentado por la técnica empleada en este trabajo. [80].
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Segun el dendograma del andlisis multivariente en el nodo 3, se relacionan las muestras del
nodo 4 (MPE y MMTJ) con MPC a una distancia euclidiana de 52,8. Siendo MPC rica en p-
Mentona (46,30%) y Pulegona (34,70%), representados en el mapa de calor por recuadros de

color rojo.

La Mentona es un monoterpeno del cual se ha demostrado sus propiedades antifungicas, al
igual que la Pulegona. Cano en 2007 mostrd el efecto directo de estos dos compuestos
mayoritarios del aceite esencial de M. mollis proveniente del distrito de Huacrapuquio (Peru),
mediante el método de difusion en agar, determinando actividad antimicética, frente a las cepas
de: C. albicans y por el método de dilucion en tubo, la inhibicion del crecimiento fangico de:
Trichophytun tonsurans, Trichophytun mentagophytus y Microsporun canis [81]. Por lo tanto se
esperaria que MPC, presente actividad antifingica e insecticida y actividad antioxidante

también.

Mata y colaboradores en 2007 estudiaron extractos etanolicos de M. spicata (ricos en Carvona)
y M. pulegium (ricos en Pulegona), donde compararon el potencial antioxidante de estos frente
a extractos acuosos de esas mismas plantas, encontrando que el contenido de polifenoles en
el extracto etandlico era superior hasta en un 25%. Adicionalmente encontraron que el extracto
etandlico presentaba un efecto inhibitorio de la peroxidacion lipidica similar al acuoso de M.
pulegium y 10 veces mayor que el aceite esencial de la misma. Para M. spicata encontraron
gue el extracto etandlico tenia un efecto 3 veces superior al del extracto acuoso y 15 veces
superior al del aceite esencial, siendo la tercera parte de la actividad mostrada por el patron
antioxidante BTH. También se encontré que el extracto etandlico de M. pulegium presenta
actividad inhibitoria de la acetilcolinesterasa, lo cual hace suponer que estos extractos tienen
potencial como antioxidantes naturales y posiblemente en alimentos funcionales [82], por ello
en la seccion 5.6 se realiz6 la evaluacion de la posible actividad antioxidante de los extractos

etandlicos obtenidos en este trabajo por MAE.

Debido a que aunque en el dendograma tanto MPC como MPE se encuentren en un mismo
grupo, estas se hallan un poco alejadas entre si, lo que indica que a pesar de que son
muestras de la misma especie, posiblemente estas no presenten una actividad muy similar al

momento de evaluarlas.

Por ultimo en el andlisis se relacioné a MMJB con las muestras del nodo 5 (MSE, MSC), pero
esta semejanza es menor a la de las ya mencionadas con una distancia euclidiana de 63,8.

Esta muestra es rica en Oxido de piperitona (52,16%), la cual es un monoterpeno con presunta
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actividad repelente, citotdxica, antibacteriana y antifingica segun los estudios de Oumzil y

colaboradores en 2002 y de Mohamed y colaboradores en 2008 [83] [84].

A este compuesto se le atribuyd la actividad antimicética presentada por las fracciones volatiles
de M. mollis, frente a C. krusei, y el efecto citotoxico frente a células de rifidén de mono verde
africano (Vero ATCC CCL-81), en los estudios realizados a plantas de la familia Labiatae por

Zapata y colaboradores en 2009 [85].

De igual manera en MMJB se encuentra junto Isomentona de la cual se ha reportado una
importante actividad antioxidante como se menciond anteriormente [78]. Por lo tanto, segln su
componenetes quimicos principales, se espera que este extracto presente una buena actividad

antioxidante, semejante a la de los extractos MSC y MSE.

Por otra parte en el dendograma superior del mapa de calor (figura 21), se ven agrupaciones y
relaciones directas entre los compuestos quimicos del Limoneno al cis-Hidratosabineno,
indicando semejanzas en las concentraciones de los mismos, la proximidad entre estas
muestras se corrobora por sus bajas distancias euclidianas que van de 2,61 en el nodo 10 a
7,82 en el nodo 8. Por otra parte en estos compuestos se pueden apreciar que en el mapa
tienen una coloracién mayoritariamente azul y algunas coloraciones blancas lo cual indica que
los valores de estas son minimos, comparados con los demas, por ello aparecen agrupados, lo
cual indica que no contribuyen a la discriminacién o diferenciacién entre los extractos, al igual
gue la mezcla de Mentol-Mentona que se relaciona directamente con los compuestos
anteriores a una distancia de euclidiana de 12,5 en el nodo 7. Los compuestos Isomentona y
Piperitenona se alejan de los compuestos mencionados anteriormente, ya que en el mapa se
pueden observar en tonalidades rojas, lo cual indica que estos si tienen una contribucién mayor
en la discriminacion de las muestras, las distancias euclidianas son respectivamente 26,1 y
32,8 en los nodos 6 y 5. Por ultimo se observa que los compuestos que mas contribuyen en la
diferenciacion de los extractos son los comprendidos desde Oxido de Piperitona hasta
Pulegona los cuales presentan los valores maximos representados en el mapa de calor en
color rojo, siendo Pulegona el que menos semejanza tiene con los demas compuestos teniendo

una distancia euclidiana de 71,9 en el nodo 1.

Debido a las actividades anteriormente mencionadas, atribuidas a los compuestos principales
presentes en estos extractos, se propuso estudiar la actividad antioxidante, antimicrobiana y
bioplaguicida en las secciones (5.6), (5.7) y (5.8) de forma correspondiente, esperando con ello

obtener resultados que permitan asignar posibles aplicaciones a estos extractos.
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5.4 Determinacion del contenido de carbohidratos en los extractos etandlicos obtenidos
por MAE, mediante CG-EM, empleando la técnica de derivatizacion por
oximacion-sililacion

En los extractos de Mentha y Minthostachys obtenidos por MAE, se identificaron y cuantificaron
los carbohidratos; Fructosa, Glucosa, Mio-inositol y Sacarosa, siendo este ultimo el
componente mayoritario. Los resultados se muestran en el grafico de barras de la figura 22 y
los datos se adjuntan en el anexo 13. La metodologia utilizada fue una derivatizacion via
formacion de oximas, seguida de una trimetil-sililacién, esta metodologia fue estudiada por
Rodriguez-Sanchez en 2011, quien reportd una derivatizacion total sobre los grupos hidroxilo

de los carbohidratos con porcentajes de recuperacion de 91 al 95% [86].

En la literatura no se encontraron datos sobre cuantificacion e identificacién de carbohidratos

en extractos etanodlicos de Mentha por lo cual se reportan por primera vez, datos sobre este tipo

de andlisis.
CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS DE EXTRACTOS
ETANOLICOS DE Mentha y Minthostachys
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Figura 22. Contenido de carbohidratos de los extractos etanélicos de Mentha y Minthostachys.
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La muestra MPC presenta el mayor contenido de sacarosa (11856,80 mg/100ggs), mientras
gue en MMTJ, no se encontré este carbohidrato. Estos resultados se corroboran con los
reportados por Uribe y colaboradores en 2016, en hojas de Mentha piperita, en las cuales
encontraron Fructosa (359,37 mg/100g,s), Glucosa (604,85 mg/100g..s) ¥ como carbohidrato
predominante la Sacarosa (3051,33 mg/100g,.s) [87].

Los carbohidratos son producidos en las plantas por el proceso de fotosintesis y son utilizados
como precursores de metabolitos segundarios, por ello, es coherente encontrarlos en
proporciones mayores a las de estos Ultimos. A pesar de que los carbohidratos tienen una baja
solubilidad en etanol, el proceso de disolucién se favorece por temperatura (100 °C) y por la
asistencia de microondas, como se realizé en este trabajo [88][89].

Por otra parte, se encontré en todas las muestras el compuesto Mio-inositol en proporciones
gue van de 14489,66 mg/100ges en MPE a 583,52 mg/100ges en MSC; en general, los
Inositoles se encuentran en alimentos de origen vegetal y se considera al Mio-inositol como un
compuesto de importancia para organismos biologicos, pues es el precursor de fosfatidilinositol,
del acido fitico y del acido ascoérbico o vitamina C. Ademas, participa en la formacién de la
pared celular, en la transduccion de sefales y como antioxidante. Estudios recientes lo
consideran como un compuesto anticancerigeno, hipolipidémico e incluso como un agente

antidiabético. Por ello se cree que el consumo de este, es beneficioso para la salud [90].

El contenido de Mio-inositol de las muestras MSE y MPC expresados en mg por gramos de
muestra seca, se reporta en el anexo 14, y corresponden a 1,41 y 1,07, que son comparables
al encontrado en citricos como kiwi y en la variedad de meldn “catalupo” (1,36 — 3,55 Mg/gms),
gue son considerados como relativamente altos (superiores a 1 mg/g); el contenido de la
muestra MPE (0,85 mg/g) es moderado, mientras que el de las muestras MSC (0,35 mg/g),
MMTJ (0,37 mg/g) y MMJB (0,45 mg/g) se consideran como bajos pues son menores a
0,5 mg/g [89]. Se tiene como factor discriminante que en la M. spicata el contenido de
Mio-inoistiol de la muestra espafiola MSE, es mucho mayor que en la muestra colombiana
MSC, mientras que esta relacion es contraria en las muestras de la M. pulegium. Los extractos
analizados del género Minthostachys, junto con el extracto de M. spicata MSC, presentan
contenidos de Mio-inositol menores a los encontrados en las demas muestras del género
Mentha, lo cual se comprueba por las diferencias significativas encontradas (ver anexo 13). Por
ello, los extractos MSE y MPC, tendrian un efecto méas beneficioso para la salud en base al

contenido de Mio-inositol.
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Por otra parte en las muestras de M. mollis el contenido de carbohidratos fue menor que en las
mentas, en la muestra MMTJ no se detectd presencia de sacarosa, lo cual es coherente con lo
reportado por Ambuludi y Cepeda en 2015 quienes estudiaron un extracto etandlico de
M. mollis, encontrando entre los carbohidratos principalmente Fructosa en un 17% glucosa en

un 5%, Mio-inositol 0,52% y no se encontrd presencia de Sacarosa [91].

Las hojas de Mentha y sus aceites han sido estudiados para la formulacién de alimentos como
en el trabajo realizado por Bel3€ak-Cvitanovi¢ en el afio 2015, en el cual se estudiaron
diferentes formulaciones para la produccién de chocolates bajos en azucar y con perfil bioactivo
mejorado, en el cual la formulacién que incluia hojas de Mentha y Stevia, tuvieron los mejores
niveles de aceptabilidad en cuanto a la sensacién en la boca, dulzura, aroma, contenido alto de
polifenoles y capacidad antioxidante. Los extractos estudiados en este trabajo debido a su
composicion quimica, tendrian propiedades beneficiosas para este tipo de formulaciones, ya
gue la muestra MPC y MSE presentan altos contenidos de carbohidratos en especial de
sacarosa Yy fructosa, este Ultimo carbohidrato tiene un poder edulcorante mayor que la
sacarosa, ademas presentan en su composicién volati como compuestos predominantes
Carvona y Mentona los cuales contribuirian en propiedades de aceptabilidad importantes para
los consumidores como es en la dulzura, puestos que se ha observado que la presencia de
estos aromas dulces en soluciones que carecen de sabor aumenta este atributo. Por otra parte
en estos extractos hay altos contenidos de Mio-inositol que como ya se menciond aporta
propiedades beneficiosas para la salud [92]. De igual forma tendrian aplicacion en bebidas
nutracéuticas como en la propuesta por Chuquizuta y colaboradores en el afio 2014, los cuales
utilizaron Mentha piperita como aromatizante en una bebida nutracéutica, para lo cual utilizaron
Su aceite esencial, en este caso los extracto obtenidos en este trabajo presentaria mayores
ventajas pues ademas de aportar al aroma de la bebida presentarian una mayor solubilidad
gue el aceite esencial y tendrian el potencial de aportar propiedades funcionales como
actividad antioxidante y el aporte de Mio-inositol que es un nutriente importante en la dieta

humana [93].

Por otra parte en los extractos MMJB, MPC, MSE y MPE, se encontro y cuantificd el compuesto
Dihidroximaltol (DDMP) en el analisis por CG-EM; como se observa en las tablas 6-11, este
compuesto se ha relacionado con la reaccién de Maillard, la cual ocurre por calentamiento de
azlcares en presencia de aminoacidos (proteinas) en los alimentos [94]. La cantidad
encontrada en los extractos es baja y se encuentra en un porcentaje de 0,23-0,68, lo cual

puede indicar que el calentamiento aplicado en el microondas no degrada de forma significativa
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a los carbohidratos presentes en la muestra. Por otra parte, no se identificé el compuesto

generado principalmente en esta reaccion, el HMF (Hidroximetilfurfural) [95].

5.5 Actividad antioxidante de los extractos etandlicos de Mentha y Minthostachys
obtenidos por MAE

La actividad antioxidante de los extractos etandlicos obtenidos por MAE, fue estudiada
mediante los ensayos del CTP y de captacion del radical DPPH. Los resultados de actividad
antioxidante se muestran en la tabla 12.

Tabla 12. Actividad antioxidante por el método de DPPH en pumol Trolox/g de ms (zs) y CTP en
mgEAG/100g de ms (+RSD).

EXTRACTO | DPPH (umol Trolox/gn;) | CTP (mgEAG/100g,,, )

MPC 35,27 (+3,40)° 441,02 (3,66)°
MPE 15,39 (0,71)° 244,02 (+10,95)°
MSC 47,01 (+0,61)° 714,67 (£3,89)"
MSE 42,03 (£0,13)° 664,39 (+3,52)°
MMJB 35,71 (+0,25)° 611,18 (+9,63)°
MMT]J 16,55 (+1,43)" 326,88 (+7,71)"

Letras diferentes en la misma columna, indican diferencias significativas (p<0,05), n=3

Para analizar los datos del ensayo DPPH, se construy6 el gréfico de barras (Figura 23 a), en
donde se puede observar como las muestras MSE y MSC, tienen los porcentajes de actividad
antioxidante mas altos, en un rango entre 42,03 a 47,01 pmol de Trolox por gramo de muestra

seca. Las muestras MPE y MMTJ, muestran la actividad antioxidante mas baja, comparada con
el patrén de Trolox.
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Figura 23. Ensayos de actividad antioxidante; a). Ensayo DPPH; b). Ensayo CTP.
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Palié y colaboradores en 2015, investigaron la actividad antioxidante de extractos de M.
pulegium, con solventes de diferentes polaridades, preparados por percolacién y encontraron
una relacién entre la polaridad y la actividad antioxidante, reportando un valor de 25,07 ug de
Trolox por gramo de extracto seco, en los extractos etandlicos MPC y MPE analizados en este
trabajo, se encontraron valores de 35,27 y 15,39 umol Trolox/gns (tabla 12), que equivalen a
207,77 y 71,43 pg de Trolox por gramo de extracto seco respectivamente, que es de 2,8 a 8,3
veces superior a la reportada por estos autores, lo cual se puede atribuir a la metodologia de
extraccion utilizada en este trabajo [96]. La actividad de los extractos de M. pulegium, fue
similar a la de M. mollis como se puede observar en la Figura 23 (a), las muestras MPE y
MMTJ, presentaron actividades similares de 15,3914 y 16,5580 pmol equivalente de Trolox/g
respectivamente; esto corrobora las predicciones realizadas en la seccién 5.3.3, con base a los

resultados del andlisis multivariante realizado

La actividad antioxidante en los extractos de M. mollis, es de 1,7 a 2,5 veces mayor a la
reportada por Torrenegra y colaboradores en 2015, para extractos acuosos preparados por
coccion que fue de 0,27 umol Trolox por mg de extracto seco [97], mientras que en los
extractos etandlicos analizados MMTJ y MMJB, se encontraron valores respectivos de 16,55 y
35,71 pmol Trolox/gms, que corresponden a 0,68 y 0,45 umol Trolox por mg de extracto seco.

La actividad antioxidante se ha relacionado con la presencia de polifenoles, por ello se realizd
el ensayo CTP. El contenido de polifenoles encontrado por este método se reporta en la tabla
12. Los resultados obtenidos para CTP y DPPH, se pueden comparar mediante los graficos de
barras de la Figura 23 (a) y (b), en ellos se evidencia un comportamiento similar en los
resultados obtenidos. Los extractos muestran diferencias significativas entre las muestras de M.
pulegium Colombiana (MPC) y espafiola (MPE), siendo mayor en la muestra colombiana; por
otra parte en las muestras de M. mollis, MMJB present6 mayor actividad que MMTJ. En las
muestras de M. spicata no se encontraron diferencias significativas y presentaron la actividad
mas alta en ambos ensayos, lo cual indicaria que hay una mayor cantidad de polifenoles en

estos extractos, con respecto las demas muestras.

La muestra MMJB presenta una actividad comparable a la presentada por el extracto de MSE,
ya que no hay diferencias significativas segun la tabla 12 para el ensayo de CTP. Una relacion
similar se obtuvo en el dendograma vertical izquierdo del mapa de calor de la figura 21, el cual

relaciond indirectamente a la muestra MMJB con las muestras MSC y MSE.
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Elmastas y colaboradores en 2015, realizaron un estudio analizando la actividad antioxidante
de diferentes genotipos de M. spicata, preparando extractos en una mezcla etanol/cloroformo;
el contenido méas alto encontrado para el ensayo de CTP fue de 28,27 PgEAG/gns, UNna
cantidad de 240 a 258 veces menor que la obtenida en los extractos analizados de MSC
(7292,57 ngEAG/gms) Y MSE (6779,58 HgEAG/gns), lo cual indica una clara diferencia atribuible
a la metodologia de extraccion empleada en este trabajo.[98].

Los resultados obtenidos para el del ensayo CTP, de los extractos analizados pueden
explicarse por la presencia de compuestos polifendlicos como los reportados por Kivilompolo y
Hyotylainen en 2007 en M. spicata, quienes encontraron los acidos galico, clorogénico, cafeico,
vanilico, ciringico, cumarico ferulico, y rosmarinico. Ademas, Dorma y colaboradores en 2003,
reportaron también flavonoides como la Eriocitrina, Luteolina, Cinarésido, Isoroifolina y
Apigenina [19]. En M. Pulegium, Proestos y colaboradores en 2005, identificaron los acidos
cafeico, vanilico, ferulico, y flavonoides como Apigenina, Luteonina, Naringina y Catequina [99].
Por otra parte en M. mollis, algunos estudios como los de Yapuchura en 2010 encontré &acido
cafeico, flavonas del tipo Eriodicitol y del tipo Apigenina [100], mientras que Ambuludi y Cepeda
en 2015 reportaron la presencia de Lactato de catequilo, y el flavonoide Rutina [91].

En el ensayo CTP se utilizé el reactivo de Folin-Ciocalteu, que es reducido por los polifenoles
presentes en los extractos, no obstante, puede ser reducido por azlucares como Fructosa y
Sacarosa y por ello se puede sobreestimar este contenido de polifenoles cuando estos
carbohidratos estan presentes en las muestras analizadas [101]. Para verificar si esto ocurria
con los extractos estudiados debido a la presencia de Fructosa y Sacarosa determinadas en las
muestras (seccion 5.3.4), se compararon DPPH y CTP en relaciéon al contenido de moles
equivalentes de antioxidante; los resultados se ilustran en el grafico de barras de la figura 24,
en el cual se puede ver como presentan una relacion muy similar, indicando que no hay

sobreestimacion por la interferencia de azlcares reductores en el ensayo CTP.
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Figura 24. Comparacion de la actividad antioxidante obtenida por los métodos CTP y DPPH en extractos
etandlicos de Mentha y Minthostachys (umol/g).

En la literatura se ha reportado la incidencia negativa de radicales libres sobre los procesos
biolégicos. Se han asociado con enfermedades inflamatorias, degenerativas, cardiovasculares
y el cancer, entre otras. Por ello, es importante encontrar sustancias de origen natural como los
extractos evaluados en este trabajo, que puedan ser utilizados para prevenir los efectos

patégenos que causan estas sustancias sobre el organismo.

Pensando en este uso potencial de los extractos, se realizd6 a continuacion el estudio de la

actividad antimicrobiana.

5.6 Estudio de la actividad antimicrobiana de los extractos etanélicos obtenidos por MAE
de Mentha

En los extractos etandlicos de Mentha se encontraron compuestos monoterpenicos, a los
cuales se les atribuyen propiedades antimicrobianas (seccién 5.3), por tal razén se evalué su
actividad frente a diferentes microorganismos comunes que afectan la salud de los seres

humanos.

De los extractos evaluados en este ensayo, solo MSE y MSC (concentrados 15 veces), tuvieron
un efecto bacteriostatico contra E. coli. Esta actividad se puede atribuir en especial al
monoterpeno Carvona que es el componente mayoritario presente en ambas muestras 47,68 y

33,99% de forma correspondiente (ver figura 25).
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Figura 25. Prueba de bioactividad de los extractos etandlicos de Mentha por el método de difusion en
agar: A) ensayo de actividad antimicrobiana; (B) ensayo de extractos puros; (C) ensayos de extractos
concentrados 15 veces.

Este resultado se corrobora con lo reportado por Neelima y colaboradores en 2014, quien
evaluo la actividad antimicrobiana de extractos; acuoso, cloroférmico y etanélico de M. spicata,
contra E. coli, encontrando actividad en todos los extractos, siendo la actividad del extracto
etandlico (basado en la zona de inhibicion) hasta cinco veces superior a la del extracto acuoso
pero la mitad de la mostrada por el extracto cloroformico [102].

Los resultados de actividad antimicrobiana encontrada, junto con los obtenidos para la actividad
antioxidante potencian el posible uso de los extractos MSE y MSC como conservantes en
alimentos, protegiéndolos del deterioro quimico y de la contaminacion con esta bacteria

patégena.

La falta de actividad de los demas extractos evaluados puede atribuirse a la baja concentracion
en la que se encuentran los compuestos terpénicos a los que se les atribuye este tipo de

bioactividad, en comparacion con los aceites esenciales en los cuales si se reporta actividad.

Abdelli y colaboradores en 2016, encontraron un efecto antimicrobiano en el aceite esencial de
la M. pulegium frente a S. aureus y E. coli, generando halos de inhibicion de 23 y 28 mm
respectivamente. El aceite esencial presentaba Pulegona como componente mayoritario en un
70% en peso que corresponden a 700 mg/g, mientras que en los extractos estudiados este
compuesto se encuentra en 26,1485 y 70,2365 mg/ges en MPC y MPE de forma
correspondiente, lo cual explicaria la falta de actividad [58].
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Roldan y colaboradores en 2010, encontraron en el aceite esencial de Ocimum basilicum, una
Concentracion Minima Bactericida (CMB) de 10 mg/mL frente a S. typhimurim, favorecido por
su concentracion alta en Carvona de 61,53% y en Limoneno 12.58% en peso que
corresponden a 615,3 y 125,8 mg/ges, mientras que en los extractos estudiados, MSC contiene
estos mismos compuestos en cantidades de 18,46 y 0,6993 mg/ges Yy MSE 60,5610 y 7,9227
mg/ges, siendo insuficientes para generar un efecto antimicrobiano apreciable [103].

Debido a que la composicion de las muestras de M. mollis es similar a las de la M. pulegium y
dado que estas no presentaron ningun tipo de efecto ante los microorganismos, no se

consider6 necesaria la evaluacidén de su bioactividad contra estos patégenos.

5.7 Determinacion de la actividad bio-plaguicida de los extractos etandlicos de Mentha y
Minthostachys contra Tecia solanivora, Povolny

Debido a las importantes actividades bio-plaguicidas que se han reportado en la literatura para
especies del género Mentha y al uso tradicional que dieron culturas como la Inca en America a
la Minthotachys mollis, para el control de la plaga T. solanivora que afecta gravemente los
cultivos de papa en el pais, se estudiaron por primera vez los extractos etanolicos obtenidos
por MAE frente a la T. solanivora.

Para ello primero se determind mediante ensayos previamente realizados en el laboratorio de
BICAMSA, gque se utilizarian larvas de primer instar de T. solanivora para las pruebas, ya que
estas sobrevivian en ausencia de alimento hasta 48 h después de emerger de los huevos.
Debido a que se queria estudiar Unicamente el efecto del extracto, no se alimentd al insecto
durante los ensayos 1, 3, 4 y 5, que se realizaron a 24 h. Igualmente se encontr6 que un

volumen de aplicaciéon de 20 pL era suficiente para impregnarlos.

5.7.1 Efecto por aplicacion topica de extractos de Mentha y Minthostachys obtenidos por
MAE contra T. solanivora (Ensayo 1)

Los resultados para el disefio aplicado en la evaluacién del efecto por aplicacion tépica de los
extractos etandlicos obtenidos por MAE, se muestran en la tabla 13. Se encontré que en el
blanco y el control no hubo respuesta (mortalidad) ante el estimulo aplicado, es decir, los
individuos estaban vivos y activos 24h después comenzar el experimento; esta respuesta
negativa puede validar el experimento, pues indican que los insectos no se ven afectados por
no alimentarlos, por las condiciones ambientales, ni por el efecto combinado de la no

alimentacion y la aplicacion del solvente.
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Tabla 13. Resultados del disefio experimental aplicado sobre T. solanivora, evaluando la aplicacion
tépica de extractos obtenidos por MAE; Control (A); Blanco (B); Positivo (C); 5 ppm (D); 50 ppm (E);
1000 ppm (G); 5000 ppm (H); signo negativo (-) indica individuo vivo y signo positivo (+) indica individuo
muerto. El ensayo se realiz6 durante 24 h.

MUESTRA | CONTROL | BLANCO POSITIVO ppm
(A) (®) © 5(D) | 50(E) | 500(F) | 1000 | 5000 | TOTAL
(G) (H) | MUERTOS
- - - - - - - - 0
- - - - - - - - 0
MMJB (1) 5 N 5 5 5 ) T 5 1
- - - - - - - - 0
MMTJ - - - - - - - - 0
B . . . . . . : : 0
- - - - - - - - 0
MSE ; N ; ; ; ; ; ; 0
®) . . . . . . . : 0
- - - - - - - - 0
MSC - - + - - - - - 1
@) : - . : : : . - 0
MPC - - - - - - - + 1
(5) : . : : : : : : 0
- - - - - - - - 0
TOTAL

MUERTOS 0 0 1 0 0 0 1 1 3

Por otra parte, se encontré una respuesta negativa en el plaguicida utilizado como control
positivo a una concentracion de 5000 ppm; esto puede atribuirse a que los plaguicidas estan
enfocados en erradicar la polilla en su etapa adulta, por ello, puede variar su via de accion,
pues el organismo sufre una metamorfosis completa. El plaguicida estd compuesto en un 75%
por el compuesto organofosforado Acefato, el cual tiene un efecto sistémico, por ingestion y

contacto, interrumpiendo la sinapsis.

Los resultados de la tabla 13 muestran una Unica respuesta positiva en el plaguicida y un
comportamiento similar en el tratamiento de 1000 ppm en la muestra MMJB y en el de 5000
ppm de la muestra MPC. Este resultado indica que en las concentraciones estudiadas (5-5000

ppm), no hay efecto significativo de los extractos evaluados por aplicacion tépica.

Debido a los resultados obtenidos, se propuso estudiar si los extractos podian influir sobre la

alimentacion del insecto.

5.7.2 Efecto sobre la alimentacién y el desarrollo biolégico de T. solanivora por
aplicacion topica de los extractos de Mentha y Minthostachys por MAE (Ensayo 2)

La via de accion de los plaguicidas es variada, por ello, se propuso estudiar si los extractos
podian tener un efecto inhibidor de la alimentacion en la T. solanivora, que limitaria de igual

forma su desarrollo; los resultados se muestran en la tabla 14.
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Tabla 14. Resultados del disefio experimental aplicado sobre T. solanivora, evaluando el efecto sobre la
inhibicién y desarrollo por aplicacién topica de extractos obtenidos por MAE; Control (A); Blanco (B);
Positivo (C); 5 ppm (D); 50 ppm (E); 1000 ppm (G); 5000 ppm (H); signo negativo (-) indica individuo vivo
y signo positivo (+) indica que el individuo muerto. El ensayo se realiz6 a 24 h.

MUESTRA | CONTROL | BLANCO | POSITIVO ppm
(A) (B) (©) 5() | 50(E) | 500 (F) ] 1000 (G) | 5000 (H)
- - - - - - + -
MMJIB N T - - " " " -
(1) - - - - - + + -
+ + - - + - - -
MMTJ 5 - - - - - - -
) : : + : : : : :
- - - + - + - -
MSE 5 - - - - - - -
(3) - - R - - + -
+ + + - - - - -
MSC + - + - + - - -
(4) + - - - + - - -
- - + - + - - -
MPC N - - - - - - -
(5) - + + - - - - +
Morg;dad 26,67 26,67 33,33 6,67 | 6,67 20 26,67 6,67

La mortalidad tanto en el blanco de solvente como en el control fue alta, de un 26,67%; por otra
parte, la respuesta fue igual para ambos, indicando que no hay diferencia entre estos. En el
plaguicida la mortalidad fue del 33.33%, lo cual muestra un posible efecto por parte de este

tratamiento.

La mortalidad de las larvas tratadas con los extractos, fue incluso menor que la de los blancos,
por lo tanto, se descarta un efecto inhibitorio en la alimentacion, inducido por los extractos en
las concentraciones utilizadas; debido a que no hay un comportamiento regular en los
resultados obtenidos para los extractos, lo cual indica una falta de efecto sobre el desarrollo de

estos insectos.

5.7.3 Evaluacion del efecto por exposicion en ambiente saturado sobre T. solanivora
(Ensayo 3)

Se evaluo si habia actividad plaguicida de los extractos por exposicion de larvas de primer
instar de T. solanivora, en un ambiente saturado durante 24 h. La tabla 15 muestra que en los
resultados no hubo mortalidad significativa en los tratamientos aplicados, ni en el blanco, ni en
los controles, por lo tanto se descarta un efecto de los extractos por via respiratoria a esta

concentracion evaluada que fue de 5000 ppm.
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Lo cual indica que los compuestos presentes en los extractos a las concentraciones evaluadas,
no interactlian con el organismo de estos insectos inhibiendo funciones biolégicas vitales.
Tabla 15. Resultados del disefio experimental aplicado sobre T. solanivora, evaluando el efecto por

exposicién en ambiente saturado de extractos obtenidos por MAE; signo negativo (-) indica individuo
vivo y signo positivo (+)individuo muerto. El ensayo se realiz6é a 24 h.

EXTRACTO
5000 ppm

MMJB - - - -

MUESTRA CONTROL BLANCO POSITIVO

MMTJ - + - ;

MSE - - - -

MSC - - - -

MPC - - - -

5.7.4 Evaluacion del efecto de la contraccién por exposicion en ambiente saturado de
extractos de Mentha y Minthostachys por MAE contra T. solanivora (Ensayo 4)

En la literatura se reportan actividades importantes por parte de los aceites esenciales (AE)
contra diferentes plagas. Teniendo en cuenta que la composicion determinada tiene presentes
los quimiotipos comunes reportados en los AE, se plante6 evaluar si la falta de actividad era
causada por la concentracion de los compuestos terpénicos principales. Para ello, se compar6
el extracto a 5000 ppm con un extracto saturado y un AE obtenido por hidrodestilacién de
MMJB (preparado exclusivamente para los ensayos 4 y 5) en el cual estos compuestos estan
mas concentrados, tanto en adultos como en larvas de primer instar de T. solanivora, los
resultados se muestran en tabla 16;

Tabla 16. Resultados del disefio experimental aplicado sobre T. solanivora, evaluando el efecto de la

concentracion por exposicion en ambiente saturado de extractos obtenidos por MAE; signo negativo (-)
indica individuo vivo y signo positivo (+) indica que el individuo muerto. El ensayo se realiz6 a 24 h.

Larva Adulto
MUESTRA 1 2 3 1 2 3
CONTROL - - - - - -
Aceite Esencial + + + + + +

Extracto Saturado - - - - - -
Extracto a 5000 ppm - - - - - -
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Se encontré que en los extractos no hay actividad, pero si se muestra actividad por parte del
AE. Se observé una dependencia significativa de la concentracion, sobre la muerte (efecto) en
larvas y polillas (que se demuestra por los resultados de; Test G = 10,3742, p = 0,0156 ),
siendo la concentracién de terpenos del aceite esencial presuntamente la responsable del
efecto sobre larvas y polillas. Por ello, se plante6 evaluar el aceite esencial de MMTJ, contra los
adultos de T. solanivora, por exposicion en ambiente saturado con el fin de determinar la CLs
de este.

5.7.5. Determinacién de la Concentracién Letal Media (CLsy) del aceite esencial de
Mintostachys mollis contra T. solanivora (Ensayo 5)

Curva Dosis Respuesta (CLso)
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(&
o
2 75 [ LogCL__ = 1,0002
£
o CL = 10,004
50 50
1]
T 2
= R =0,9786
£ 254 ’
8
o
o 0-le T * -0 1
0.5 1.0 1.5

Concentracion en Log
Figura 26. Grafica de CLsgp para la determinacion de la actividad bio-plaguicida de M. mollis contra

adultos de T. solanivora.

Se determiné por primera vez la CLs, del AE de MMJB disuelto en etanol, sobre adultos de T.
solanivora por exposicion en ambiente saturado (seccién 4.8.5). Al realizar el ensayo, las
polillas expuestas a las concentraciones mas altas, mostraron molestias los primeros minutos,
volando de un extremo a otro del recipiente; pasado una hora morian en las concentraciones
mas altas. Tanto en el blanco como el control no se registré6 mortalidad en 24 h. Con los
resultados de mortalidad obtenidos se construy6 la curva de dosis respuesta mostrada en la
figura 26, a partir de esta se encontrd la CLg, la cual fue de 10,004% de aceite esencial en
etanol en 500 cm?®, equivalente a 4 pL/L,.. de aceite esencial puro. Este resultado muestra que
el AE es una alternativa eficaz para el control de esta importante plaga, ya que en contraste, el
plaguicida utilizado como control no registr6 mortalidad a las 24 h. Cabe destacar que estos
insectos se pueden reproducir recién emergen de las pupas, por ello es importante que los

métodos de control sean eficaces y de rapida accion [54].
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6. CONCLUSIONES
Por primera vez se reporta el estudio de extractos etandlicos de las especies M. spicata, M.
pulegium y M. mollis, obtenidos por MAE, evaluando su composicion quimica y sus bioactividades

(antioxidantes, microbianas y bio-plaguicidas).

Se determinaron los compuestos principales presentes en extractos etandélicos obtenidos por MAE
mediante CG-EM, encontrandose Carvona (47,68%) y Limoneno (6,24%) en MSE;
cis-Hidratosabineno (7,14%) y Carvona (33,99%) en MSC; Pulegona (54,44%) y Piperitenona
(30,75%) en MPE; p-Mentona (50,03%) y Pulegona (32,56%) en MPC; Isomentona (10,24%),
Oxido de Piperitona (52,21%) en MMJB; Isomentona (25,30%) y Pulegona (36,94%) en MMTJ,

todos ellos en base a los compuestos volatiles presentes en el extracto.

Se encontraron cuatro carbohidratos en los extractos analizados mediante CG-EM, previa
derivatizacion por oximacion-sililaciéon, siendo MPC el que presentd mayor contenido en Fructosa,
Glucosa y Sacarosa con una cantidad de 11856,80 , 4020,10 y 62665,67 mg/100ges; mientras que
el extracto de MPE present6 el mayor contenido de Mio-inositol con 14489,66 mg/100gs, que se

considera como alto.

Los resultados obtenidos por los ensayos DPPH y CTP, sugieren una posible actividad
antioxidante alta en los extractos etanodlicos obtenidos por MAE, encontrandose que los de la
especie M. spicata presentaron la mayor cantidad de polifenoles totales (714,67 mgEAG/100 gps)
y de captacién del radical DDPH (47,01 umolTrolox/g). La actividad en las muestras de Mentha
Colombianas fueron mayores que las Espafiolas. No se encontré interferencia por parte de

carbohidratos en la determinacion del CTP.

El andlisis multivariante de clasificacion relacioné las muestras MPE y MMTJ con MPC, mientras
gue las muestras de MSC y MSE fueron relacionadas con MMJB con base a sus componentes
principales. Los resultados de actividad antioxidante muestran una relacién similar, que sugiere
gue estas relaciones no solo son causadas por sus componentes volatiles, sino que

presuntamente hay similitud en los compuestos con actividad antioxidante del tipo polifenol.

El alto contenido de carbohidratos, los bajos contenidos de DDPH y la ausencia de THF, sugieren
que la metodologia utilizada de Extraccion Asistida por Microondas (MAE), es eficiente en el
control de la temperatura, pues no se degradaron aparentemente los carbohidratos presentes en

los extractos.
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Se evalud la actividad antimicrobiana de los extractos de Mentha contra las cepas Escherichia
coli, Staphylococus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella typhymorium y Candida albicans,
por el método de difusion en agar. Se encontré un efecto bacteriostatico en los extractos de M.

spicata concentrados 15 veces contra la E. Coli.

No se encontrd actividad bio-plaguicida por parte de los extractos etandlicos, frente a T. solanivora
en concentraciones de 5-5000 ppm en Etanol/Agua (1:10), por aplicacion tépica ni por exposicidén

en ambiente saturado durante 24 h.

Se encontré que la falta de bio-actividad de los extractos etandlicos, frente a T. solanivora,

presuntamente es ocasionada por la una baja concentracion de monoterpenos en los extractos.

Se encontr6 que el aceite esencial de MMJB causa mortalidad por exposicion en ambiente
saturado a larvas y adultos de T. solanivora (Test G=10,3742, p=0,0156 ), que se atribuye a la

concentracion de monoterpenos presentes en este aceite.

Se reporta por primera vez la actividad bio-plaguicida del AE de Minthostachys mollis obtenido por
hidrodestilacién, frente a adultos de T. solanivora, encontrandose una ClLsy de 4 uL/Lge por
exposicion en ambiente saturado del AE de MMJB a 24 h, mientras que el plaguicida comercial
Acefato no present6 actividad durante el ensayo. Estos resultados son un gran aporte para el
desarrollo de métodos de control eficientes de plagas, lo que contribuye con la seguridad

alimentaria.

Debido a la composicién quimica determinada en los extractos y a los resultados obtenidos en
los ensayos de actividad antioxidante y biologica, se analizaron algunas posibles aplicaciones
de estos extractos en alimentos, utilizdandose como conservantes naturales y con propiedades

funcionales.
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8. Anexos
Anexo 1. Calculo del Rendimiento (R):

P4 Mseco
(Ecuacion 1) R(%) = (m) x 100
Doénde:

®  Mgeco: ES €l peso del extracto seco en mg
®  Mmuestra: El peso del material de partida (hojas secas) en mg

Anexo 2. Célculo de los indices de Retencién:

El IR se calcul6 con base al tiempo de retencién (tg) de cada compuesto separado de los extractos,

los tgr y el niumero carbonos de los alcanos proximos al compuesto de interés. Debido a que se
utilizé en todos los casos rampa de temperatura (temperatura programada) y mantenimiento de la
temperatura maxima (condicién isotérmica) en los andlisis por CG-EM, se aplico la férmula de
indice de Retencién Lineal (I") (Ecuacién 2), en los tg_que se encontraban dentro de la rampa de
temperatura. Para los tr en la condicion isotérmica, se calculé con la ecuacion 2*.

T T
(Ecuacién 2) I = 100 [—,‘Ri the Z]
d tR(z+1) "Rz

Doénde:

e IT: es el indice de retencién a temperatura programada en CG-EM, con velocidad de rampa
constante 6 °C/min

et} eseltiempo de retencién ajustado del compuesto de interés

e tT :eseltiempo de retencion del n-alcano que eluye antes del compuesto de interés

) t};(m): es el tiempo de retenciéon del n-alcano que eluye inmediatamente después del

compuesto de interés

z: es el nimero de carbonos del n-alcano que eluye antes que el compuesto de interés

., LOG (th))-LOG(tk,)
(Ecuacién 2 *) IT =100 Loa(tﬁ;l))—Loa(tL)
Dénde:
e IT: es el indice de retencion a temperatura programada en CG-EM, a temperatura
constante 250 °C
e I eseltiempo de retencion ajustado del compuesto de interés
e tT :eseltiempo de retencion del n-alcano que eluye antes del compuesto de interés
) t};(m): es el tiempo de retenciéon del n-alcano que eluye inmediatamente después del
compuesto de interés

z: es el nimero de carbonos del n-alcano que eluye antes que el compuesto de interés

+z

Anexo 3. Cuantificacion de compuestos volatiles por CG-EM utilizando El:

Para determinar la concentracién de los compuestos volétiles, primero se determiné la cantidad en

miligramos de cada analito (Ecuacion 3):
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., A
(Ecuacion 1) mg, = A—‘ X mgg;
EI

Donde:
e A;: es el area del pico de interés
o Ag: es el area del estandar interno (El) utilizado
e mgg;: es la cantidad en miligramo de El, agregados al extracto

Luego se determind los miligramos de cada analito presentes en el extracto etandlico obtenido por
MAE (Ecuacién 4):

=z X
(Ecuacién 2) mganatito = m!ia’ -
Dénde:
e mg,: son los miligramos del analito presentes en la solucién de extracto con El, obtenido de
la Ecuacion 3

e v:es el volumen en microlitros de extracto etandlico total obtenido de la extraccion por MAE
e v’ es el volumen en microlitros de la solucion de extracto con El.

Posteriormente se calcul6 con la ecuacién 5, los miligramos de analito por gramo de muestra seca:

(Ecuacién 3) My qnalito / _ MYanalito

muestra gmuestra

Donde:
e mg,:: son los miligramos de analito presentes en el extracto determinados en la Ecuacién 4

®  Gmuestra. SON l0S gramos de muestra seca utilizados para preparar el extracto etanolico por
MAE

Finalmente se calcul6 la cantidad de analito presente en el extracto seco ( ecuacion 6)

(Ecuacién 4) mg, /gES _ ((m;](a) (vES))
v')(mggs

Dénde:
e mg,: son los miligramos de analito presentes en la solucién de extracto con El
o vgq: es el volumen en microlitros utilizado para la determinacién del extracto seco (ES)
e v’: es el volumen en microlitros de la solucion de extracto con El

® mggs: €s el peso en miligramos del extracto seco
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Anexo 4. Determinacion de capacidad de captacion del radical DPPH:

La concentracion equivalente en Trolox de cada muestra medida se realizé mediante la ecuacion 7:

(Ecuacién 7) umol Trolox/g —axfx ﬁ X P X%
Donde:
e a: es la concentracion de Trolox en ug/mL, calculada a por interpolacion de la curva de
calibracion
e f: es el factor de dilucion de los extractos analizados
e PM: es el peso molecular del Trolox en microgramos
e p:eslapureza del Trolox (97%)
e v:es el volumen en mililitros de extracto obtenido por MAE
e m:es el peso en gramos de extracto etandlico

Anexo 5. Determinacién del contenido de polifenoles por CTP:
La concentracion de acido galico equivalente se calculé mediante la ecuacién 8:

. mgEAG _ v
(Ecuacion 8) /100g =axfxpx—x100
Dénde:
e a: es la concentracion EAG en mg/mL, calculada por interpolacion de la curva de
calibracién

f: es el factor de dilucién de los extractos analizados

p: es la pureza del AG (98%)

v: es el volumen en mililitros de extracto obtenido por MAE

m: es el peso en gramos de muestra utilizada para preparar el extracto etanélico por MAE

Anexo 6. ldentificacion del compuesto OXIDO DE PIPERITONA,; (A) Corresponde al espectro reportado
en la base de datos NITS (CAS: 5286-38-4); (B) Corresponde al espectro obtenido experimentalmente;
(C) Se muestra la posible ruta de fragmentacion con ion molecular (m/z = 168); pico base (m/z = 69);
otro fragmento (m/z = 55),

OXIDO DE PIPERITONA
1004 (A) 41 55
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43 139
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39 o]

29 83

53 111 135
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ol \"3\1 \l 1 l“ “M \‘\ ‘89‘\ o173 L l‘\

20 30 40 50 70 90 100 1 10 120 130 140 150 160 170 180
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Anexo 7. ldentificacion del compuesto ISOMENTONA,; (A) Corresponde al espectro reportado en la base
de datos NITS (CAS: 491-07-6); (B) Corresponde al espectro obtenido experimentalmente; (C) Se
muestra la posible ruta de fragmentacién con ion molecular (m/z = 154); pico base (m/z = 112); otros
fragmentos (m/z = 69 y 55),
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N .
|0| o] o]
+
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~
CH, CH, F\J CHZ m/z = 85 | |
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m/z =69
+ + +
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O .

m/z =55

Anexo 8. Identificacion del compuesto p-MENTONA,; (A) Corresponde al espectro reportado en la base
de datos NITS (CAS: 89-80-5); (B) Corresponde al espectro obtenido experimentalmente; La posible ruta
de fragmentacién se muestra en el anexo 7.
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Anexo 9. Identificacion del compuesto PULEGONA; (A) Corresponde al espectro reportado en la base
de datos NITS (CAS: 89-82-7); (B) Corresponde al espectro obtenido experimentalmente; (C Se muestra
la posible ruta de fragmentacién con ion molecular (m/z = 152); pico base (m/z = 81).
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Anexo 10. Identificacion del compuesto CARVONA; (A) Corresponde al espectro reportado en la base
de datos NITS (CAS: 99-49-0); (B) Corresponde al espectro obtenido experimentalmente; (C) Se muestra
la posible ruta de fragmentacion con ion molecular (m/z = 150); pico base (m/z = 82).
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Anexo 11. Identificacion del compuesto PIPERITENONA; (A) Corresponde al espectro reportado en la
base de datos NITS (CAS: 491-09-8); (B) Corresponde al espectro obtenido experimentalmente; (C) Se
muestra la posible ruta de fragmentacion con ion molecular (m/z = 150); pico base (m/z = 107).
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Anexo 12. Rutas metabdlicas para la biosintesis monoterpenos, mediadas por; (1) geranil difosfata
sintasa, (2) limoneno sintasa, (3) citocromo P450, (4) (-)-trans-isopiperitenol dehidrogenasa, (5) (-)-
isopiperitenona reductasa, (6) (+)-cis-isoPULEGONA isomerasa, (7) (+)-PULEGONA reductasa, (7b) (+)-
PULEGONA reductasa (8) citocromo P450 limoneno-6- hidroxilasa, (9) carveol dehidrogenasa, (10) (2)-
cis-isopulegone isomerase, (11) terpenoide epoxidasa [68][104].
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Anexo 13. Contenido de carbohidratos de los extractos etandlicos obtenidos por MAE; las cantidades se
expresan en mg/100g de ES (xRSD).

Extracto | Fructosa | Glucosa | Mio-inositol | Sacarosa
MSC  1523,15 (+17,35)* 304,65 (+3,22)* 583,52 (+14,79)°  2890,08 (+3,92)"
MSE  10520,20 (+5,53)° 1231,55 (+8,84)>°  2981,80 (+12,77)"  17394,99 (+3,99)°
MPC  11856,80 (+1,73)°  4020,10 (+2,42)°  2371,43 (+3,30)°  62665,67 (+7,61)°
MPE  4277,00 (+16,66)*" 938,85 (+11,29)°  1489,5 (+15,60)°  25320,00 (+4,31)"
MMTJ  5640,00 (¥1,93)°  2507,25 (+0,48)°  1021,4 (+¥13,21) 0

MMJB  10472,83 (+34,27)° 1420,46 (+31,76)° 865,57 (¥31,89)"  43635,55 (+8,63)°
Letras diferentes en la misma columna, indican diferencias significativas (p<0,05), n=3.
El valor de (p) se reporta a continuacion para cada Carbohidrato:

Fructosa MSE MSC | MPC | MPE | MMTI | MMIB
MSE ,000 ,881 ,003 ,019 1,000
MSC ,000 ,296 ,053 ,000
MPC ,001 ,003 ,866
MPE 872 003

MMTJ B

MMJB I

Glucosa MSE MSC | MPC MPE | MMT | mmiB
MSE ,001 ,000 497 ,000 ,844
MSC _ ,000 ,020 ,000 ,000
MPC 000 000
MPE 095

MMT) 000

MMJB

Mio-inositol|  MSE MSC MPC MPE MMT) MMJB

MSE ,000 ,055 ,000 ,000 ,000
MSC ,000 ,004 240 ,655
MPC 005 000 000
MPE 188 048
MMT) 953
MMJB
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Sacarosa MSE MSC | MPC | MPE | MMTJ MMJB
MSE ,000 ,000 ,023 ,000 ,000
MSC _ ,000 ,000 729 ,000
MPC 000 000 000
MPE 000 000

MMTJ B

MMJB I

Anexo 14. Contenido de Mio-inositol en los extractos etandlicos; Las cantidades se expresan en
mg/g de ms (&s).

COMPUESTO Mio-inositol (mg/gms)
MSC 0,35 (+0,06)°
MSE 1,41 (+0,08)°
MPC 1,07 (£0,03)°
MPE 0,85 (+0,13)°

MMT)J 0,37 (+0,05)°
MMJB 0,45 (+0,11)°

Letras diferentes en la misma columna, indican diferencias significativas (p<0,05), n=3.
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