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FERTILIZACION ORGANICA E INORGANICA EN MENTA: RENDIMIENTO
Y CALIDAD DE BIOMASA 'Y ACEITE ESENCIAL

ORGANIC AND INORGANIC FERTILIZER IN MINT: QUALITY AND YIELD
OF BIOMASS AND ESSENTIAL OIL

Laura Pichardo Rosiles' y Maria Teresa Beryl Colinas Le6n?

RESUMEN

La menta es de importancia econdmica por sus
hojas frescas, secas y por su aceite esencial rico
en mentol. Es poco lo que se conoce sobre la
produccion del cultivo de menta con sustratos
organicos y como se modifican los indicadores de
desarrollo y crecimiento. Por el gran potencial de
comercializacion que tiene en mercados
alimentarios, cosmetoldgicos y farmacéuticos y
principalmente por las caracteristicas con las que
el mercado la demanda, en el presente trabajo se
evaluaron las siguientes fertilizaciones orgénicas:
Vermicomposta, = Composta, Biovital® vy
Lixiviado de Lombriz y una fertilizacién quimica:
Solucion Nutritiva Steiner, para evaluar la
produccion y calidad de biomasa, y del aceite
esencial. La solucién Steiner fue la mejor
fertilizacion en cuanto a rendimiento de biomasa;
respecto de las fertilizaciones organicas,
Biovital® fue el mejor tratamiento para las
variables de rendimiento de biomasa. Los mejores
tratamientos para la variable contenido de aceite
esencial, fueron la solucion nutritiva Steiner y el
lixiviado de lombriz. Biovital® fue el tratamiento
que menos clorofila acumul6; por otro lado, se
encontré una alta correlacién (R?=0.94) entre el
contenido de clorofila y las unidades SPAD. Por
altimo, las fuentes de fertilizacion utilizadas en
este experimento no tuvieron efecto significativo
en la composicion del aceite esencial de la menta.

Palabras clave: mentol, vermicomposta,
composta, lixiviado de lombriz, unidades SPAD.
Tesista
?Director

ABSTRACT

Mint is economically important for its fresh and
dry leaves and its menthol-rich essential oil.
Little is known about mint production with
organic substrates and how growth and
development indicators change. Due to its great
marketing potential in the food, pharmaceutical
and cosmetic markets, and mainly for the
characteristics that the market demands from it,
this study evaluated four organic fertilizers,
namely Vermicompost, Compost, Biovital® and
Worm Leachate, plus a chemical fertilizer,
Steiner Nutrient Solution, to evaluate the
production and quality of biomass and essential
oil. The Steiner solution was the best fertilization
in terms of having the highest biomass vyield.
Regarding the organic fertilizers, Biovital® was
the best treatment for biomass yield variables.
The best treatments for essential oil content were
the Steiner Nutrient Solution and Worm
Leachate. The treatment with the lowest
chlorophyll accumulation was Biovital®; on the
other hand, a high correlation (R?=0.94) between
chlorophyll content and SPAD units was found.
Finally, the fertilization sources used in this
experiment had no significant effect on the
composition of the essential oil.

Keywords: menthol, vermicompost, compost,
worm leachate, SPAD units.
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I. INTRODUCCION
Las mentas se han dispersado y cultivado en el mundo por métodos naturales y
artificiales (Singh, 1986), la mayoria de las variedades comerciales de menta son
hibridos. La menta (Mentha x Piperita L.) es una planta aromatica usada desde la
antigiiedad perteneciente a la familia Lamiaceae, distribuida en regiones templadas y
subtempladas (Arzani et al., 2007), actualmente es una de las hierbas comunes mas
utilizadas por la sociedad (Blumenthal et al., 2000). Las plantas aromaticas y
medicinales han formado parte de nuestra historia y costumbres; su aprovechamiento
comenz6 con la experimentacion de materiales vegetales diversos, que de acuerdo a sus
caracteristicas Unicas ofrecian agradables aromas, sabores en los alimentos, alivio del
dolor y cura de enfermedades (Craker, 1999). Betancourt y Gutiérrez (1999) reportan
que se comercializan de manera cotidiana cerca de 250 especies de hierbas aromaticas
frescas y deshidratadas provenientes principalmente de las zonas centro y sur del pais. El
mercado de hierbas aromaticas es considerado un negocio de nichos o especialidades
(Lépez, 2011). Su produccion representa una alternativa viable y su demanda se
incrementa progresivamente tanto a nivel nacional como internacional al dirigirse a
nichos de mercado de alto poder adquisitivo (Zamorano y Rios, 2004), en donde también
existe una tendencia a preferir alimentos libres de productos quimicos, inocuos y con
alto valor nutrimental, en especial los consumidos en fresco; una opcion para la
generacion de este tipo de alimentos es la produccion orgénica. La capitalizacion de la
agricultura, la privatizacion del campo, la Revolucién Verde y la produccion de cultivos
transgénicos, al tiempo que han propiciado un incremento en la productividad agricola,
han generado graves procesos de contaminacion y erosion de los suelos, pérdida de la

productividad ecologica sustentable de las tierras, asi como pobreza y marginacion de
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los campesinos y de la poblacién rural del tercer mundo. La sustentabilidad agricola, la
seguridad alimentaria y bioldgica, el alivio de la pobreza y la autogestion productiva de
las poblaciones campesinas requieren nuevas estrategias productivas capaces de
conjugar todos esos objetivos (Altieri y Nicholls, 2000).
El cultivo de la menta es de importancia econdémica por la produccion de sus hojas
frescas, secas y por la extraccion de aceites esenciales. Los principales factores que
modifican la produccion y la calidad de aceites en la menta son el riego (Zheljazkov y
Margina, 1996) y la aplicacion de fertilizantes (Naghdi et al., 2004).
Por el gran potencial de comercializacion que tiene la menta en mercados alimentarios,
cosmetoldgicos y farmacéuticos y por las caracteristicas con las que el mercado la
demanda, en el presente trabajo se evaluaron diferentes dosis de fertilizacidn organica y
una quimica, en la produccién de biomasa, contenido y calidad del aceite esencial.

1.1 Objetivo general
Evaluar el efecto de la fertilizacion organica e inorganica en algunas variables
morfoldgicas, en produccion de biomasa y en el contenido y calidad del aceite esencial
de la planta de menta.

1.1.10bjetivos particulares

Evaluar el rendimiento de biomasa en plantas de menta a partir de algunas variables
morfologicas.
Cuantificar el indice de verdor en unidades SPAD en respuesta a la fertilizacion organica
e inorganica.
Determinar la cantidad y calidad del aceite esencial en plantas de menta cultivadas con

fertilizacion organica e inorganica.



1.2 Hipdtesis
La fertilizacion organica proporcionard mayor contenido y mejor calidad al aceite

esencial, mientras que la inorganica incrementara el rendimiento y calidad de biomasa.

Las unidades SPAD incrementaran conforme incremente el contenido de clorofila en

las hojas de la planta de la menta.



Il. REVISION DE LITERATURA
2.1 La menta y sus usos

La menta (Mentha x Piperita L.) es una hierba aromatica perenne nativa de Europa que
pertenece a la familia Lamiaceae, se distribuye en regiones templadas y subtempladas
(Arzani et al., 2007). Es un hibrido estéril generado de la cruza entre Mentha Espicata y
Mentha aquatica (Erum et al., 2012). Presenta una altura de 30-90 cm, de raiz fibrosa;
sus tallos son erectos y ascendentes, ramificados con la parte superior siempre
cuadrangular; hojas opuestas pecioladas, lanceoladas, ovado-oblongas u oblongo-
lanceoladas, aserradas, puntiagudas y de color verde oscuro en el haz; las flores son
racimos de color violeta dispuestos en las cimas en la axila de bréacteas u hojas formando
un verticilastro en cada nudo; cada flor muestra un céaliz tubular con 5 sépalos soldados,
una corola violeta simpétala irregular con 4 l6bulos imbricados, 4 estambres didinamos
soldados a la corola; el gineceo bicarpelar esta dividido en 4 [6bulos y el fruto presenta
4 aquenios (Correa, 1984; Sachan et al., 2013). Relne propiedades tdnicas, estimulantes
y anti-espasmadicas de las Lamiaceas (Maracaja et al., 2007).

Cerca del 80 % de la poblacion mundial se basa en medicina indigena o tradicional para
cubrir sus necesidades béasicas de salud, y la mayoria de estas terapias involucran el uso
de extractos de plantas (McKay, 2006); tal es el caso de la menta que es usada con
propdésitos medicinales y aromaticos (Shazia et al., 2012), sus hojas son producidas tanto
para su consumo en fresco como en seco, en la produccién de infusiones y condimentos
(McKay, 2006), la menta tiene diversas propiedades aromaticas que se pueden explorar
para su utilizacion en la industria. Por su parte, el aceite esencial que se extrae de la
menta es usado en varios productos como chicles, pastas dentales, enjuagues bucales,

golosinas, productos farmacéuticos, cosméticos, en la industria de los plaguicidas, en la

4



aromaterapia, por mencionar algunos (Mint Industry Research Council, 2009; Erum et
al., 2012) y esto es debido mayormente a su principal compuesto aromatico, el mentol

(Ruiz del Castillo et al., 2003).

2.2La menta en México y el mundo

En México la produccion de hierbas aromaticas presenta un gran potencial debido al
incremento en las exportaciones a paises como Estados Unidos de América, Japon y
Alemania (Sanchez y Lucero, 2012), recientemente se han identificado como valiosa
fuente de diversos fitoquimicos, muchos de los cuales poseen actividad antioxidante
significativa. En el mundo occidental, durante los Gltimos afios se ha revalorizado el
consumo de hierbas aromaticas, (especialmente las cultivadas en medios organicos)
tanto en los condimentos de los alimentos, como en el uso medicinal y cosmético, es
decir, el regreso a lo natural para el cuidado de la salud (Sanchez y Lucero, 2012).
México cuenta con zonas de alto potencial para la produccion de hierbas finas, su
creciente demanda las ha convertido en productos con un nicho de mercado rentable y
en expansion, ademas representan una alternativa econdémica a los cultivos tradicionales
(Juérez et al., 2013).

La produccion organica de plantas aromaticas y medicinales es incipiente a pesar de que
estan incluidas en la categoria de productos organicos de exportacion (Bojorquez, 2006).
Actualmente la menta no es un cultivo comun en México, datos registrados para el afio
2012 muestran que de las 24,893.52 hectareas destinadas a la produccion comercial de
hierbas aromaticas y medicinales (SIAP, 2014), la menta contribuye con una cantidad
baja en la produccion. En México, en el estado de Baja California Sur se produce la

calidad maés alta de plantas aromaticas organicas, con los cultivos de albahaca, tarragon,
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romero, salvia, tomillo, orégano, menta y cebollines; en el 2010 aparecié como el
productor Unico de menta organica con una superficie sembrada de 13.75 ha (SIAP,
2014).

A nivel mundial, las hierbas aromaticas dentro de su uso culinario estan adquiriendo dia
a dia mayor importancia. En el 2006 China, Alemania y Estados Unidos de América se
consolidaron como los principales paises exportadores de hierbas aromaticas en el
mundo, paraddjicamente como mercado potencial para la exportacién de hierbas
aromaticas producidas en México se encuentra Estados Unidos ya que depende mas de
las importaciones para suministrar su mercado interno (Sanchez y Lucero, 2012).

En el afio 2006, las importaciones mundiales de hierbas aromaticas registraron
operaciones por mas de 1,055 millones de dolares, cifra que revela un incremento
interanual de 7 y 44 % durante el quinquenio (2002-2006). Los Estados Unidos de
América, Alemania y Japdn se consolidaron como los principales compradores de estos
productos (Sanchez y Lucero, 2012). En cuanto al aceite esencial, aproximadamente en
el mundo se obtienen 20,000 toneladas de aceite esencial de las especies de menta al
afio, siendo el segundo mas importante después de los aceites de las especies de citrus
(Telci, et al., 2011; Erum et al., 2012). De acuerdo con SENA (2012), en el afio 2002
seis paises concentraron las exportaciones del aceite esencial de menta: Estados Unidos,
Francia, Reino Unido, Brasil, China y Argentina; durante ese mismo periodo los
principales paises importadores fueron Estados Unidos, Francia, Reino Unido, Japén y
Alemania manteniendo un flujo de 1,300 millones de ddlares. Por su parte, el consumo
del mentol en todas sus formas excede las 7,000 toneladas anuales, con un valor

aproximado de 300 millones de ddlares (Croteau et al., 2005).



2.3 La mentay la agricultura organica

A nivel mundial, las hierbas aromaticas dentro de su uso culinario estan adquiriendo dia
a dia mayor importancia. Lo anterior se debe a que los consumidores adquieren nuevas
formas de alimentacion dirigida hacia lo sano, con incremento significativo en la
eleccion de los alimentos organicos y el auge por los alimentos étnicos (Sanchez y
Lucero, 2012). Muchos paises desarrollados han cambiado las estrategias de cultivo
hacia aspectos que involucran el uso de elementos bioldgicos con el fin de producir
alimentos en forma organica, lo cual confiere al producto obtenido un valor agregado
que lo hace aln mas atractivo para su consumo y compra (Alarcon y Ferrera, 2000). La
produccién 'y comercializacion de productos biolégicos esta encaminada al
fortalecimiento de sistemas de produccidén sostenible; esto en respuesta a la
preocupacion que a nivel mundial se ha generado, y en la demanda de productos
alimenticios sin casi o nula aplicacion de plaguicidas que repercutan en la
contaminacion ambiental (en la que actualmente estamos inmersos), y que también
impactan en la salud humana con agentes toxicos y carcinogénicos (Alarcon y Ferrera,
2000).

Es poco lo que se conoce sobre la produccién del cultivo de menta con sustratos
organicos y como se modifican los indicadores de desarrollo y crecimiento (Romero et
al., 2013). Existen en el mercado productos denominados biofertilizantes cuyos
beneficios no solo se enfocan al crecimiento vegetal, sino que también pueden ser
elementos importantes en la estabilidad de los agroecosistemas y del ambiente, ya que su
aplicacion influye directamente en la disminucion de la aplicacion de plaguicidas que
participan como agentes de contaminacion, ya que ayudan a reducir enfermedades

(Alarcon y Ferrera, 2000). Actualmente el manejo de desechos organicos a través de
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compostas y vermicompostas ha tenido fuerte impulso, sobre todo porque el producto de
estos procesos se cataloga como fuente rica en nutrimentos y su aplicacion a las plantas
puede contribuir significativamente en la estimulacion o incluso inhibicion del
crecimiento (altas dosis) y desarrollo vegetal (Alarcon y Ferrera, 2000). Estos sustratos
contienen &cidos humicos y promotores de crecimiento que incrementan la altura de la
planta, el area foliar y el peso fresco y seco de la parte aérea (Atiyeh et al., 2002).
Mediante el uso de este tipo de sustratos es posible mantener niveles éptimos de
disponibilidad nutrimental para las plantas que sean producidas en vivero (Alarcén y
Ferrera, 2000).

En la produccién organica la relacion C/N inicial determina la disponibilidad
nutrimental de la composta o vermicomposta (Romero et al., 2013). Zhu (2007) reporta
que la relacién C/N en la vermicomposta oscila entre 13-15, lo cual define la estabilidad
del producto, mientras que Sanchez et al. (2008) indican que la mejor relacion C/N de
una vermicomposta para la produccion agricola, oscila entre 10 y 13.

En la produccién organica el uso de las compostas se ha convertido en un elemento
central, ya que proveen de una aeracion adecuada, mejora la capacidad de retencion del
agua, promueve el crecimiento de microorganismos benéficos en la rizésfera y sirven
como un reservorio de nutrimentos para la obtencidn de plantas sanas que contribuyen a
la productividad de las mismas (Nair et al., 2012).

Sousa et al. (2003) expresan que la vermicomposta puede ser una alternativa contraria al
uso de fertilizantes quimicos. Es un material que tiene microorganismos humificantes
alcalinos y bacterias que constituyen algo semejante a anticuerpos naturales que
protegen a las plantas contra las plagas y enfermedades. Por su parte, Vogel et al. (2001)

afirman que la vermicomposta es, en promedio 70 % mas rica en nutrimentos que los
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humus convencionales y presenta la ventaja de ser neutra ademas de tener una alta
porosidad y drenaje, alta capacidad de retencion del agua y nutrimentos, elevada
fertilidad y generar buena formacion del sistema radicular. Se puede ampliar la
informacién sobre la cantidad de vermicomposta a ser adicionada al suelo para el
aumento del crecimiento de las plantas y la utilizacion eficiente de los nutrimentos, ya
que se conoce que dosis elevadas pueden traer prejuicios a las mismas (Maracaja et al.,
2007) debido al exceso de nutrimentos disponibles para las plantas. Piroli et al. (1996)
constataron mayor altura de la parte aérea y didmetro del tallo en dosis de hasta un 30 %
de vermicomposta al sustrato, mientras que Maracaja et al. (2007) aplicando un 15 % de
vermicomposta al sustrato observaron los mejores resultados en produccion de biomasa
fresca y seca en las plantas de hierba buena.

Niveles altos de fosforo son importantes para la estimulacion del crecimiento de raices,
pero también puede afectar el desarrollo de la planta cuando las concentraciones son
demasiado altas (Romero et al., 2013). Atiyeh et al. (2002) mencionan que la
vermicomposta al sufrir una serie de transformaciones hacen disponibles cuatro veces
mas el nitrdégeno, veinticinco veces mas el fésforo y dos veces mas el potasio, y si
tomamaos en cuenta que los acidos hiumicos mejoran la absorcién mineral, mediante el
aumento de la permeabilidad de las membranas (Valdrighi et al., 1996); entonces,

debemos cuidar los dafios por toxicidad por cualquiera de estos elementos.

Por otro lado, también existen los lixiviados de humus de lombriz, los cuales en los
ultimos afios han demostrado que mejoran el desarrollo de hojas, tallos y raices, ademas

de aumentar los rendimientos en ornamentales y hortalizas; esto debido no sélo a la



disponibilidad de nutrimentos, sino también a algunos factores biologicos tales como
acidos humicos o enzimas libres (Arancon et al., 2006).

Es cierto que en comparacion con los fertilizantes quimicos, contienen bajas cantidades
de nutrimentos; sin embargo, la disponibilidad de dichos elementos es mas constante
durante el desarrollo del cultivo por la mineralizacion gradual a que estan sometidos

(Trinidad, 2000).

2.4 Aceite esencial de menta y su composicién

El aceite esencial de la menta se obtiene de las hojas de hierbas perennes como la
Mentha piperita L. y la M. arvensis var. piperacens miembros de la familia lamiaceae.
Es un liquido incoloro, amarillo palido o amarillo verdoso palido que tiene un olor y
sabor caracteristicos, seguido de una sensacion de frescor, muy soluble en etanol (70 %)
(Alankar, 2009); el aceite esencial se encuentra en el envés de las hojas y generalmente
es rectificado y fraccionado antes de su uso, los rendimientos van de 0.1-1.0 % del peso
fresco de la parte aérea de la planta (Sachan et al., 2013). Estd compuesto
principalmente por mentol (30-55 %) y mentona (14-32 %). El mentol aparece
mayormente en su forma de alcohol libre con pequefias cantidades de ésteres de acetato
(3-5 %) y valerato. Otros monoterpernos presentes son la isomentona (2-10 %),
eucaliptol (6-14 %), a-pineno (1.0-1.5 %), B-pineno (1-2 %), limoneno (1-5 %),
neomentol (2.5-3.5 %) y mentofurano (1-9 %) (WHO, 2002).

Comercialmente el aceite esencial de la menta (M. piperita) es el mas usado
principalmente por su alto contenido de mentol, un contenido moderado de mentona
(Gul, 1994; citado por Daramola, 2011) y bajas cantidades de pulegona y mentofurano

(Mahmoud y Croteau, 2003). ElI mentol es el principal producto comercial que se
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obtiene de la menta y es producido en unas glandulas especializadas presentes en las
hojas y flores de la planta (Shazia et al., 2012; Erum et al., 2012), es el principal
responsable del sabor caracteristico y de la sensacion de frescor de la menta (McConkey
et al., 2000); por otro lado, el mentofurano es un componente indeseable que contribuye
al sabor no deseado y produce el color en el almacenamiento del aceite (Rios et al.,
2007). El mentol, la mentona, el metofurano, y el eucaliptol son los principales
componentes, ya que constituyen el 75 % del aceite esencial y son los que modifican la
calidad de éste (Zheljazkov et al., 2009). Por otra parte, del aceite también se extraen
otros metabolitos secundarios como la carvona, el limoneno, el aceite desmentolado o
fracciones de terpenos que tienen usos alimenticios, farmacéuticos, cosméticos y en la
industria de los pesticidas (Khanuja et al., 2000). De acuerdo con Dwivedi (2004), la
evaluacion cualitativa del aceite esencial de menta, segun la Farmacopea Europea, se
basa en la cantidad relativa de mentol: 44-55 % de alcoholes libres (como el mentol),
15-32 % de cetonas (como la mentona), 4.5-10 % de ésteres (como el acetato de
mentilo), 3.5-14 % de cineol, 1.5-10 % de isomentona, 1-9 % de mentofurano, 1-5 % de
limoneno, no mas de 4 % de pulegona 6 1 % de carvona y sesquiterpenos
(aproximadamente un 5 % de viridiflorol).

La demanda global del aceite de menta va en aumento, los principales paises europeos
productores son Bulgaria, Inglaterra, Francia, Hungria, Italia, Moldavia, Rumania, Rusia
y Serbia y Montenegro; China e India en Asia y los Estados Unidos y Argentina en
America (Dwivedi et al.2004; Zheljazkov et al., 2009; Erum et al., 2012).

2.4.1 Ruta metabdlica
A pesar de la importancia econémica de los aceites esenciales, se sabe relativamente

poco sobre la regulacion de la biosintesis de terpenos de aceites esenciales (McConkey
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et al., 2000). Los monoterpenos son los componentes principales de los aceites
esenciales de la familia de las mentas (Lamiaceae), son quimicamente complejos y su
ruta metabdlica implica esencialmente los tipos de reaccion del metabolismo terpérnico
(Mahmoud y Croteau, 2003).

La produccion de los monoterpenos se da en los tricomas glandulares de las hojas de
menta que dependen de la velocidad de la biosintesis, que a su vez esta determinada por
la asimilacién del CO; y se limita a las hojas de 12 a 20 dias de edad (McConkey et al.,
2000). La ruta del mevalonato se origina en los plastidios (leucoplastos) de las células
secretoras de estas estructuras glandulares especializadas no fotosintéticas para el
metabolismo de isoprenoides, que proporciona isopentenil difosfato (y por
isomerizacién dimetilalil difosfato) y que son el precursor universal de los terpenoides a
través de reacciones redox (Turner et al., 1999). Los terpenos se sintetizan a partir de
metabolitos primarios por dos rutas: la del 4cido mevaldnico, activa en el citosol, en la
que tres moléculas de acetil-CoA se condensan para formar acido meval6nico que
reacciona hasta formar isopentenil bifosfato (IPP), o bien la ruta del metileritritol fosfato
(MEP) que funciona en cloroplastos y genera también IPP. El isopentenil difosfato y su
isdémero dimetilalil difosfato (DMAPP) son los precursores activados en la biosintesis de
terpenos en reacciones de condensacién catalizadas por prenil transferasas para dar lugar
a pernil bifosfatos como geranil difosfato (GPP), precursor de monoterpenos; farnesil
difosfato (FPP), precursor de sesquiterpenos; y geranilgeranil difosfato (GGPP)

precursor de diterpernos (Figura 1) (Avalos y Pérez-Urria, 2009).
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Figura 1. Sintesis de terpenos y su clasificacion segun las unidades de isopreno que
contienen (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

La ruta metabdlica que conduce al compuesto principal, el mentol, es compleja y
envuelve mdltiples pasos y diferentes tipos de reacciones (Figura 2). Después de la
conversion de los metabolitos primarios isopentenil difosfato y dimetilalil difosfato a

geranil difosfato, la ciclacion de este monoterpeno precursor universal llega al (-)-
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limoneno y mediante hidroxilacion mediada por el citocromo P450 se convierte en (-)-

trans isopiperitenol, posteriormente una secuencia de cinco pasos produce (-)-mentol

*@ug

(Mahmoud y Croteau, 2003).
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Figura 2. Principal ruta metabdlica de los monoterpenos en la menta. Las
enzimas responsables son las siguientes: geranil difosfato sintasa (1); (-)-limoneno
sintasa (2); citocromo P450 (-)-limoneno-3-hidroxilasa (3); (-)-trans-isopiperitenol
deshidrogenasa (4); (-)-isopiperitona reductasa (5); (+)-cis-isopulegona isomerasa (6);
(+)-PR (7); citocromo P450 (+)-MFS (8); (-)-mentona reductasa (9); y la epoxidasa
terpenoide (10). OPP indica la fraccion de difosfato (Mahmoud y Croteau, 2003).

En el esquema de interconversiones propuesto por Reitsema (1958), la pulegona se
puede oxidar a mentofurano o reducir a mentona; la mentona se reduce a mentol y el
mentol se reduce a acetato de mentilo. La conversién de pulegona a mentofurano por la
enzima sintasa mentofurano, se asocia con el ambiente y las condiciones de la planta que
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favorecen el agotamiento de los sustratos para la respiracion en las células productoras
de los monoterpenos, mientras que la produccion de mentona por el otro lado, se ve
favorecida si hay un abasto de estos sustratos para la respiracion y se da por la enzima
pulegona reductasa (Mahmoud y Croteau, 2003). La conversion de mentona a mentol y
de mentol a acetato de mentilo, se asocia al estado de madurez de la planta, que a su vez

se ve afectada por los factores ambientales. (Clark y Menary, 1981).

2.5 Factores que afectan la composicion del aceite esencial de la menta.
El contenido y la composicion del aceite esencial de la menta tienen importancia
econdémica para el mercado (Zheljazkov et al., 2009). Investigaciones pasadas han
mostrado que el genotipo y factores ambientales como la etapa de la cosecha, el
fotoperiodo, la temperatura (Clark y Menary, 1979; Verma et al., 2010), la latitud, las
condiciones de crecimiento (Zheljazkov, 2005), el riego (Shazia et al., 2012), la
aplicacion de pesticidas (Zheljazkov y Margina, 1996) y la fertilizacién (Mitchell y
Farris, 1996; Scavroni et al., 2005; Topalov, 1962) ejercen influencia en el contenido del
aceite esencial. Los componentes quimicos de las hojas y del aceite esencial dependen
de la madurez de la planta, la variedad, la localizacién geogréafica y del proceso de
extraccion del aceite (Clark y Menary, 1981; Ruiz del Castillo et al., 2003; McKay,
2006).
2.5.1 Condiciones ambientales y agronomicas

La M. piperita tiene una amplia adaptacion a diferentes condiciones climaticas y tipos de
suelo, aunque es sabido que los climas templados mejoran su calidad (Telci, 2011) y que
se desarrolla bien en suelos con alta capacidad de retencion de agua (McKay, 2006 y

Hart et al., 2010). También bajo condiciones de estrés como baja fertilidad del suelo,

15



déficit de agua, reduccién de la intensidad luminosa y altas temperaturas nocturnas, se
presenta una reduccion del rendimiento de aceite esencial, lo cual esta correlacionado
con hojas mas pequefias y un menor nimero de tricomas glandulares por hoja; también
la composicion del aceite cambia, ya que el mentofurano es retenido en las células
secretoras bajo condiciones de estrés (Rios et al., 2007).

El cultivo de la menta tiene demandas relativamente altas de agua durante su etapa de
crecimiento; sin embargo, no toleran los suelos anegados, por lo que deben ser suelos
con buen drenaje. Ademas, ya que las raices de la menta son poco profundas, se estresan
facilmente si no tiene disponibilidad de agua (Weller et al., 1998). EI pH del suelo
afecta la disponibilidad de varios nutrimentos minerales tales como N, P, K, S, Ca, Mg,
Fe, Mn, Br, Cu, Zn, Mo y todos estos nutrimentos estan disponibles en el rango de pH
de entre 5.5-6.5 (Taiz y Zeiger, 1998) por lo que un pH en el sustrato entre 5.5 y 6.0 sera
adecuado para el cultivo de menta (Hart et al., 2010).

El nitrégeno es uno de los nutrimentos mas importantes que modifican la produccion de
menta y por tanto, la composicion del aceite esencial (Mitchell y Farris, 1996).
Generalmente, altas aplicaciones de N estan asociadas a mayores rendimientos de
biomasa (Zheljazkov et al., 2009) ya que se sabe que una elevada aplicacion de N
incrementa el desarrollo del area de la hoja y el rendimiento (Alfasar y Al-Hassan,
2009); en tanto que el K es indispensable para la regulacion osmotica de las células
(Valmorbida y Fernandes 2007); y el P es requerido como constituyente de proteinas,
acidos nucleicos y fosfolipidos, ademas de participar en las reacciones de energia con el
ATP y ADP (Davis et al., 2005). Sin embargo, Jiménez et al. (2012) observaron que los
macronutrimentos (N, P, K Y Mg), no modificaron el contenido de aceite pero si la

cantidad de materia foliar, a su vez, encontraron que altas dosis de P afectaron el
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contenido de mentol. Esto puede ser debido a la funcion que tiene en las celulas la
actividad de las fosfatasas para desfosforilar las moléculas organicas; en particular a
medida que disminuye el fésforo hay un decremento de monoterpenos, a causa de que se
reduce la fosforilacion requerida para producir el geranil pirofosfato, el cual es el
precursor primario de los monoterpenos (Ramos et al., 2005). Por otra parte, se ha
reportado que el K no afecta significativamente al incremento de materia foliar en el
cultivo de la Mentha piperita L. (Valmorbida y Fernandes 2007). Sin embargo,
Valmorbida y Fernandes (2007) reportan que fue el macronutriente cuya ausencia se vio
reflejada en la menor acumulacién de mentol, probablemente debido a que es esencial en
las células de la planta para las funciones bioquimicas de regulacién osmotica y
actividad enzimatica como carbonil-P-sintasa, piruvato kinasa y en general con las
enzimas involucradas en la fotosintesis. EI Mg tiene un comportamiento similar al K
(Jiménez et al., 2012). Por otro lado, habiendo disponibilidad de Zn y S, las actividades
de varias enzimas mejoran sintetizando mas proteinas, lo que conduce a mayor altura de
plantas, a un aumento en el indice de area foliar y una mejora en la relacion tallo hoja,
resultando en un mayor rendimiento de follaje (Kumar et al., 2010), esto posiblemente
por el sinergismo que existen entre el S y el N, ya que habiendo un mejor
aprovechamiento del N bajo la disponibilidad del S se obtienen mayores rendimientos de
biomasa; en cuanto al Zn se sabe que esta involucrado en mejorar la actividad
enzimatica en la fotosintesis produciendo mas fotosintatos y también como activador de
varias enzimas involucradas en la biosintesis del aceite esencial (Kumar et al., 2010).

La densidad de plantacion es un factor importante para la determinacion del micro clima
en el cultivo de menta (Mansoori, 2014), la optimizacion de este factor puede contribuir

a un rendimiento superior en la cosecha. El efecto de la densidad de siembra sobre el
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crecimiento y el desarrollo se debe en gran medida al cambio en la interceptacion de
energia radiante; cuanto mayor sea la densidad de plantas, mayor sera la intercepcion y
en consecuencia, mayor sera el crecimiento de la menta (Dadkhah et al., 2009).
Mansoori (2014) encontré que menos siembra por unidad de superficie resulta en alturas
inferiores de planta (menores a 69.7 cm); es bien conocido que muchas plantas
herbaceas mejoran el alargamiento de los tallos cuando la densidad de masa o el indice
de area foliar es alta (Wajid et al., 2004). Las hojas son un buen indicador de la
productividad de las plantas, la densidad de plantacion y el tiempo de cosecha afectan
significativamente el peso fresco de las hojas (Mansoori, 2014). Mayores rendimientos
de biomasa (20.3 t-ha™®) y de aceite esencial (17.88 kg-ha™) fueron obtenidos en plantas
sembradas a una distancia de 30cm entre surco y surco; el contenido del aceite esencial
no se vio afectado por la distancia entre surcos (Mengesha et al., 2011) ya que el
incremento de materia foliar y el rendimiento de aceite no estd correlacionado con la
composicion del mismo y con la acumulacion del mentol (Jiménez et al., 2012).

Gupta et al. (1971) dicen que los aceites de plantas que se producen a gran altitud tienen
altas concentraciones de mentol, mientras que las plantas que se producen a altitudes
mas bajas tienen altas concentraciones de mentofurano; se dice que el aceite esencial de
alta calidad s6lo se puede producir en cultivos sembrados en ciertas zonas geograficas
con dias calidos y noches frias (Rios et al., 2007). Burbott y Loomis (1967) mencionan
que noches cortas o con temperaturas frias, combinadas con una alta intensidad luminosa
durante el dia, promueven la formacion de mentona y limitan la acumulacion de
mentofurano y pulegona. Esto se basa en la probabilidad de que las noches calidas (25
°C) causan el agotamiento de los sustratos respiratorios, lo que resulta en condiciones de

oxidacion; mientras que noches frias (8 °C) conservan altos niveles de sustratos
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respiratorios y por lo tanto se mantienen condiciones de reduccion. En la luz, la
fotosintesis produce condiciones de reduccién; en la oscuridad, los productos de la
fijacion fotosintética del CO, sirven como sustratos para la respiracion, y siempre que
estos sustratos estén disponibles en abundancia, se espera que las enzimas de la
respiracion se mantengan en un estado de reduccion (Burbott y Loomis, 1967). También
Burbott y Loomis (1967) encontraron que bajo condiciones de estres, tales como baja
intensidad luminosa, déficit de agua, y/o temperaturas elevadas por la noche, elevan las
cantidades acumuladas de pulegona y mentofurano; en contraste, en su investigacion
Virmani y Data (1968) a una altitud de de 26°52” encontraron que las plantas florecieron
y produjeron aceite de una composicion aceptable bajo condiciones de dias cortos y
temperaturas altas de dia y de noche. Por lo tanto, no es posible imponer una
localizacion geogréafica estricta para la produccion del cultivo ya que son muchos los
factores ambientales que interactian para determinar la composicion final del aceite
esencial.

Por otro lado, se dice que la duracion del dia afecta al cultivo de menta, ya que dias
largos inducen a la floracion, mientras que dias cortos traen el crecimiento de muchos
estolones (una caracteristica de inverno), en lugar de promover tallos erectos (Burbott y
Loomis, 1967). De acuerdo con (Hart et al., 2010) la produccién de menta requiere de
14 a 16 horas luz.

Clark y Menary (1981) encontraron que los aceites con alto contenido de mentofurano se
asocian a cultivos fuertemente afectados por la roya, ya que debido a la roya, se pierde
un alto porcentaje de hojas dejando un pequefio numero de hojas superiores y la
inflorescencia. Jiménez et al. (2012) observaron que el tamafio de la hoja y su posicion

en la planta asociada a la edad, determinan que el (-) mentol y su inmediato precursor la
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(-) mentona, aumenten de la primera a la cuarta hoja; en la sexta disminuye (-) mentona
y el (-) mentol alcanza su mayor concentracion; por lo tanto, el contenido de mentol y
rendimiento de aceite se incrementa con la madurez de la hoja ya que la enzima mentona
reductasa aparece notablemente tarde en el desarrollo de la hoja (Davis et al., 2005) y
por otro lado, condiciones de estrés relacionados a la luz, a la temperatura y a la
humedad, tienden a promover la acumulacién de pulegona y mentofurano (Clark y
Menary, 1981). Los medios por los cuales estos factores influyen especificamente en el
metabolismo de los terpenos todavia no se entiende (Mahmoud y Croteau, 2003).
2.5.2 Periodo de cosecha

La composicion del aceite esencial es fuertemente dependiente de la etapa de desarrollo
de la planta (ontogenia), y por lo tanto el tiempo de cosecha es uno de los factores mas
importantes que influyen en el aceite esencial (Mansoori, 2014). Cosechar la menta en
su estado de madurez ideal, ofrece un rendimiento de aproximadamente el 1% de aceite
esencial en peso seco con un contenido de mentol de cerca del 50 % (Croteau et al.,
2005). La cosecha temprana o tardia del cultivo dard bajos rendimientos de las hojas y
del contenido de aceite esencial, porque una cosecha tardia o temprana resultara en un
cultivo pasado o inmaduro resultando bajos rendimientos en la biomasa y en el aceite
(Shah y Gupta, 1989).

La menta cosechada durante la formacion de yemas florales presenta mayor contenido
de aceite debido a una mayor cantidad de biomasa y también a una mejor calidad que
cuando se cosecha en plena floracion (Zheljazkov et al., 2009; Hart et al., 2010).
Concentraciones mas altas de acetato de mentilo y mentol estan asociadas normalmente
con el inicio de la floracion (Clark y Menary, 1981) mientras que concentraciones de

mentofurano y pulegona se incrementan segun se incrementa la cantidad de flores (Court
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et al., 1993), siendo las flores de menta las que contienen mayores cantidades de estos
compuestos (Court et al., 1993). EI DAFF (2012) indica que un buen rendimiento y una
calidad 6ptima del aceite se obtienen generalmente cuando el cultivo se encuentra en un
10 % en estado de floracion. Por otro lado, Mengesha et al. (2011) y Hart et al. (2010)
encontraron que el rendimiento en biomasa de la menta y contenido de aceite esencial
incrementan al incrementarse el tiempo de cosecha, 120 dias después del trasplante;
posteriormente, los valores decrecen. Verma et al. (2010) igualmente encontraron que el
contenido de mentol se incrementa con la madurez del cultivo alcanzando un pico
méaximo durante los 120 a 150 dias después del trasplante. Ademas, se encontro que el
aceite obtenido de la menta cosechada en etapa tardia, casi siempre tenia bajas
concentraciones de otros componentes como el a-pineno, B-mirceno, sabineno, entre
otros, esto es atribuible a la pérdida de follaje (Court et al., 1993).

También se dice que la cosecha debe hacerse en un dia soleado, seco, al final de la
mafiana cuando todos los rastros de rocio hayan desaparecido (DAFF, 2012), esto
porque la actividad reductora de los compuestos es mas fuerte en dias soleados y calidos,
y débil en dias frios o nublados (Burbott y Loomis, 1967). Nilofer et al. (2015)
encontraron que un mejor crecimiento de las plantas en términos de propagacion del
cultivo y de area foliar (mayor proporcion de hojas es igual a mayor rendimiento de
aceite) se debio a condiciones climaticas favorables requeridas para la cosecha, es decir,
una mayor temperatura del aire y una humedad relativa baja; confirmando esto, en su
mismo estudio un afio despues, encontraron menores contenidos de aceite en las plantas
en las cuales durante su etapa de maduracion y de cosecha se registro un clima himedo
debido a las fuertes lluvias, lo cual rompid y lavo las glandulas que contienen el aceite

de las hojas.
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2.5.3 Métodos de extraccion y almacenamiento

Los aceites esenciales son liquidos volatiles, en su mayoria insolubles en agua (aunque
le transmiten su perfume) pero facilmente solubles en alcohol, éter y aceites vegetales y
minerales y demas disolventes organicos; por lo general no son oleosos al tacto, son
inflamables y son responsables del aroma en muchas plantas (Yafiez et al., 2007).

Existen varios métodos para la obtencion del aceite esencial (Figura 3). Los aceites
esenciales de las hierbas aromaticas tradicionalmente se obtienen por hidrodestilacion,
por arrastre con vapor de agua o por extraccion con disolventes (Wengiang et al., 2007).
Es importante establecer que ninguna cantidad de mejoras en los aspectos tecnoldgicos
compensard la mala calidad del material vegetal (SENA, 2012). Los métodos de
obtencion de los aceites esenciales determinan el uso de los mismos. El tipo de
disolvente puede contaminarlos o limitar su uso, dependiendo de la toxicidad del

disolvente y de las técnicas utilizadas para su eliminacion (Peredo et al., 2009).

Tipo de Metodo Procedimiento Productos obtenidos
Métodos direct Extrusién Aceites esenciales citricos
étodos directos — - -
Exhudacion Gomas, resinas, balsamos
Directa
Arrastre con vapor de agua

Aceites esenciales v aguas
aromdticas

Destilacién Destilacién —maceracién
(liberacién enzimdtica de
agliconas en agua caliente)

Infusiones y resinoides

Solventes volatiles alcohalicos
Concretos v absolutos
Absolutos de pomadas

Absolutos de enflorados

Extraccidn con solventes

Solventes fijos (grasas v aceites)

Extraccion con fluidos en estado supercritico

Figura 3. Métodos de extraccion de aceites esenciales (SENA, 2012).

La influencia del método de extraccion y la labilidad quimica de los constituyentes del
aceite esencial explica porque la composicion del producto destilado es diferente de la
composicion inicial presente en los drganos secretores de la menta (Brunenton, 1995).

Diversas investigaciones demuestran que la composicion de los aceites esenciales y
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extractos pueden variar de acuerdo al método de extraccion utilizado. Aunque estas
variaciones pueden no ser importantes, son detectables por técnicas sensibles como la
cromatografia de gases. Las variaciones radican en diferencias en la proporcion de los
compuestos e incluso en diferencias en el numero de los compuestos (Peredo et al.,
2009). La mayoria del aceite comercializado se obtiene por destilacion por arrastre con
vapor de agua (Court et al., 1993). La destilacion con agua o hidrodestilacion consiste en
poner a hervir agua en la cual se sumerge previamente el material vegetal con el objeto
de que el vapor de agua ejerza su accion en el mayor numero posible de particulas
vegetales, es similar al arrastre con vapor, el vapor producido arrastra los aceites
esenciales hasta otro apartado donde se condensan y se separan (SENA, 2012); una
desventaja es que pueden ocurrir procesos colaterales debido a la temperatura que se
emplea, ya que puede provocar que algunos compuestos presentes en las plantas se
degraden y se pierdan, también puede ocurrir una polimerizacion y/o resinificacion de
los terpenos, asi como una hidrolisis de esteres (SENA, 2012).

En el método de extraccion con disolventes volatiles, la muestra se pone en contacto con
disolventes organicos tales como alcohol, cloroformo, entre otros. Estos disolventes
solubilizan la esencia pero también solubilizan y extraen otras sustancias tales como
grasas y ceras, obteniéndose al final una oleorresina o un extracto impuro (Peredo et al.,
2009). Algunos disolventes utilizados en este método de extraccion tienen restricciones
en cuanto a los residuos maximos que pueden dejarse cuando los aceites esenciales son
la materia prima en las industrias de los perfumes o alimentos. Estos limites varian de
acuerdo a las diferentes legislaciones (Ortufio, 2006). La seleccion del disolvente
pretende que sea capaz de disolver rapidamente todos los principios y la menor cantidad

de materia inerte, que tenga un punto de ebullicion bajo y uniforme que permita
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eliminarlo rapidamente pero evitando pérdidas por evaporacion; quimicamente inerte,
para no reaccionar con los componentes de los aceites; no inflamable y barato. Este
disolvente ideal no existe, y los mas empleados son el éter de petréleo, con punto de
ebullicién de 30 a 70 °C, que se evapora facilmente y es inflamable, benceno, que
disuelve también ceras y pigmentos, y alcohol, que es soluble en agua (Arraiza, 2015).
Los disolventes derivados del petroleo, como éter dietilico, ciclohexano, hexano, acetato
de mentilo, propanol, etc., son toxicos al inhalarlos y al contacto con la piel, y
dependiendo del tiempo de exposicion serd la gravedad de los efectos. Los extractos
obtenidos con este tipo de disolventes suelen ser mas oscuros, ya que llegan a arrastrar
algunos pigmentos, su solubilidad en alcohol diluido es menor y se recuperan muchos
compuestos de tipo aromatico. El disolvente con el aceite esencial se filtra y se evapora
a presion atmosférica y/o a vacio. Los restos de disolvente deben separarse a
temperatura baja (Ortufio, 2006). En este tipo de procedimientos se obtienen masas
viscosas llamadas concretos que se obtienen de las plantas aromaticas frescas por
extraccion con disolventes apolares (hidrocarburos), tienen forma de semi-sélidos
coloreados, libres del disolvente original (SENA, 2012). Segun la materia prima que
contienen el aceite esencial, se arrastran grandes cantidades de ceras, resinas y
pigmentos que se eliminan realizando extracciones con alcohol, enfriando a
temperaturas de -5 a -13 °C; a estas temperaturas las ceras se precipitan y se pueden
remover por filtracion y evaporando el alcohol (Ortuiio, 2006; SENA, 2012). Los
métodos mas usados a nivel laboratorio son extracciones por reflujo y mediante equipo
Soxhlet (Thongson et al., 2004). Lo que hace un extractor Soxhlet es realizar un sinfin
de extracciones de manera automatica, con el mismo disolvente que se evapora y

condensa llegando siempre de manera pura al material (Nufiez, 2008). Los aceites
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esenciales son recuperados evaporando el alcohol, generalmente en rotavapores (Chua et
al., 2008).

Una desventaja de estas técnicas de extraccion es que se requieren largos tiempos de
extraccion, pueden contener residuos toxicos de los disolventes, y puede ocurrir la
degradacion de los compuestos insaturados, originando compuestos que le pueden
conferir mal sabor al aceite debido al calor (Khajeh et al., 2003; Peredo et al., 2009).
Una vez que se separa el aceite, el producto es relativamente estable para muchos meses,
a condicién de que se almacene fuera del alcance de la luz solar directa y lejos de
fuentes de calor (DAFF, 2012). Cuando el almacenamiento de los aceites esenciales es el
ideal, la mayoria se pueden preservar de 2 a 5 afios (SENA, 2012). El aceite esencial de
la menta se debe almacenar en un lugar fresco y seco hasta que se use; una vez abierto la
refrigeracion y el cierre hermético de la tapa prolongaran su vida Gtil (DAFF, 2012).

2.5.4Anélisis del aceite esencial

La técnica acoplada Cromatografia de Gases-Espectrometria de masas, permite obtener
el espectro de masas de cada componente con el cual se obtiene el peso molecular e
informacién estructural (Martinez, 2003). Debido a la diversidad de grupos funcionales
gue pueden estar presentes en los componentes mono y sesquiterpénicos de un aceite
esencial no existe una prueba especifica para su reconocimiento. Sin embargo existen
unos pocos procedimientos experimentales que permiten reconocer algunos de ellos por
su coloracion con diferentes reactivos, su absorcion de luz UV de 254 nm y su Rf en
cromatografia en capa fina (Martinez, 2003). Los monoterpenos y sesquiterpenos en un
buen nimero se pueden caracterizar quimicamente a partir de los datos de cromatografia

de gases y los espectros de masas tal como se anoto anteriormente, pero cuando existan
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dudas de tal caracterizacion se recurre a los métodos espectrales como Infrarrojo,

Ultravioleta y Resonancia Magnética Nuclear (Martinez, 2003).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizaciéon y establecimiento del experimento
El experimento se establecio en el ciclo verano-otofio de 2014 bajo condiciones de
cubierta plastica en la Universidad Autdnoma Chapingo en el municipio de Texcoco,
Estado de México (19°30 Latitud Norte y 98°59 Longitud Oeste a 2,250 msnm). Se
utilizaron plantulas de Mentha x piperita L. de 10 cm de altura compradas en la empresa
Plantulas de Tetela, las cuales fueron trasplantadas en bolsas de polietileno negro (30 X
30 cm). Como sustrato se utilizd tezontle (granulometria de 1-6 mm) con una Dap de
0.8; una capacidad de aireacion de 42.62 %; una capacidad de retencién de humedad de
19.5 % y un espacio poroso de 63 %. El riego se hizo por goteo durante dos minutos tres
veces por dia y el pH del agua fue ajustado a 5.5 con &cido sulfurico para todos los
tratamientos y soluciones.

3.2 Factores de estudio
Se probaron las siguientes cinco fertilizaciones:

Para las fertilizaciones organicas se utilizaron 4 productos:

e Vermicomposta mezclada con tezontle en proporcion 1:2 (v:v) respectivamente,
cuyas caracteristicas fisico-quimicas fueron: Dap 0.79 g.cm®; M.O. 37.34 %: pH
8.5; N 2.05 %; P 1.85 %; K 1.18 %; y con una relacion C/N de 10.57.

e Composta convencional mezclada con tezontle en proporcion 1:1 (v:v) cuyas
caracteristica fisico-quimicas fueron: Dap 0.68 g.cm®; M.O. 23.9 %; pH 7.11; N
1.4 %; P 0.6 %; K 1.0 %; y con una relacién C/N de 13.

e Biovital®850 ml mezclados con el tezontle, s6lo en los primeros diez

centimetros de la superficie, este es un fertilizante organico certificado por la
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IFOAM procedente de biosélidos de la produccion de levaduras, sus
caracteristicas quimicas fueron: M. O. 55-60 %; pH 8.5; N 4.5 %; P 1.9 %; K 1.9
%; Ca7%yMgl.5%.

e Lixiviado de lombriz al 2.5 % en el agua, con esta solucion se aplico el riego
constante. Sus caracteristicas quimicas fueron: M. O. 35 %; pH 7; N 2.3 %; P 1.5

%; K 0.9 %; relacion C/N 10. Como sustrato se utilizo tezontle.
Fertilizacién inorganica:
e Solucion Nutritiva Steiner (Steiner, 1984) y como sustrato se utilizé tezontle.

3.3 Control fitosanitario

Se emplearon productos biolégicos para el control de plagas.

3.4 Tratamiento y disefio experimental
El disefio del experimento fue un completamente al azar con seis repeticiones, la unidad
experimental estuvo constituida por 10 plantas.

3.5 Variables evaluadas
El contenido de clorofilas se realiz6 mediante la técnica descrita por Witham et al.
(1971); tambien se tomaron lecturas SPAD de los estratos inferior y superior del vegetal
con un medidor de SPAD Minolta 502 portatil, esto para la estimacion indirecta del

contenido de clorofila.

Altura de planta: se midio con una cinta métrica desde la base de la planta hasta la punta

y se expreso en centimetros.
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Peso fresco: se midio el peso de las plantas en gramos en una balanza analitica
considerando solo el vastago, luego se separaron las laminas de hojas y se pesaron, y por

diferencia con el peso fresco de la planta entera, se obtuvo el peso fresco de tallo.

Peso seco: se coloco el vastago, hojas y tallos por separado en una estufa de aire forzado

a 50 °C por 72 h y luego se registrd su peso en gramos.

Se cuantifico en gramos el contenido de los aceites esenciales obtenidos de los
tratamientos. La extraccion de los aceite esencial se hizo por dos horas mediante un
equipo Soxhlet con éter de petréleo (Nufiez, 2008), se evaporé el disolvente con un
rotavapor y posteriormente para separar el aceite del concreto obtenido, las muestras se
sometieron a una hidrodestilacion (SENA, 2012) por dos horas méas. Las muestras

fueron almacenadas en frascos tipo vial, y conservadas en refrigeracion hasta su analisis.

Mediante cromatografia de capa fina (CCF) de acuerdo a la metodologia sefialada por
Wagner y Bladt (1996), se observaron los componentes de los aceites esenciales. La
identificacion y cuantificacion de los componentes se realizd por medio de los tiempos e
indices de retencion, utilizando un cromatégrafo HP 6890 acoplado a un detector
selectivo de masas HP 5973. El sistema cromatografico uso una columna HP-5MS 30 x
0.250 mm y 0.25 um de grosor de fase estacionaria. Para la separacion de compuestos la
temperatura del horno comenz6 en 40 °C y aumento 5 °C min™ hasta alcanzar 180 °C.
Como gas acarreador se uso Helio con grado de pureza de 99.9 % en modo rampa de
flujo, con flujo de 1 L min™ por 16 min, para posteriormente aumentar a velocidad de 1
mL min™ hasta 1.7 mL min™ durante 4 min. La temperatura del puerto de inyeccién en

modo splittless fue de 220 °C, y 280 °C como temperatura de interfase. Para el detector
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de masas la temperatura de la fuente de iones fue de 230 °C y 250 °C para el
cuadrupolo. La energia de ionizacion fue de 70 eV. La dilucion de las muestras fue
1:1000 (v:v) en diclorometano, del cual se tomo6 1 pL como volumen de inyeccion. Las
separaciones e identificaciones se hicieron por triplicado. La identificacién de los
compuestos se hizo mediante la comparacion de espectros de iones de la muestra y de la
biblioteca NIST V. 2008. EI compuesto mayoritario fue analizado mediante Resonancia

Magnética Nuclear.

3.6Analisis estadistico
Se realizaron analisis de varianza en los caracteres evaluados de acuerdo al disefio
experimental completamente al azar con el programa estadistico SAS version 9.0 (SAS
Institute Inc., USA). Posteriormente se realizaron comparaciones de medias de Tukey
(P=0.05) para los factores correspondientes. Finalmente se hizo un anélisis de
correlacion lineal de Pearson a partir de las unidades SPAD y los contenidos de

clorofila.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

El cultivo en menta se condujo sin complicaciones, la cosecha se realiz6 a los 120 dias
después del trasplante cuando las primeras flores aparecieron (Zheljazkov et al., 2009;
Hart et al., 2010; Verma et al., 2010). Los resultados del analisis de varianza (Cuadro 1)
mostraron significancia estadistica en la mayoria de las variables estudiadas, a excepcion
de la variable AP (altura de planta). En general los coeficientes de variacion indican que
los resultados son confiables.

Cuadro 1. Analisis de varianza de las variables morfologicas y de rendimiento de la

menta, cultivadas con fertilizacién orgéanica e inorgénica, mostrando los valores de los
cuadrados medios de las variables evaluadas.

Fv GL AP PFH PFA PFT PSH PSA PST CcC CA

FF 4 622" 360177 16079.67 35240.17 34857 16817 3644.9” 0.50° 1.99”
ERROR 25 1221 1158 3328 67456 1254  59.02 1051 0.12 0.16

CV % 13.71 26.47 21.58 20.86 27.57 27.44 25.00 10.15 40.23

NS: No significativo; "y ", significativo (P < 0.05 y 0.01, respectivamente); FV: Factor de variacion; FF:
Fuentes de Fertilizacion; CV: Coeficiente de variacion; GL: Grados de Libertad; AP: Altura de Plata;
PFH: Peso Fresco de Hojas; PFA: Peso Fresco de Tallos; PFT: Peso Fresco Total; PSH: Peso Seco de
Hojas; PSA: Peso Seco de Tallos; PST: Peso Seco Total; CC: Contenido de Clorofilas; CA: Contenido de
Aceite Esencial.

De modo general, las aplicaciones de las fertilizaciones no influyeron en la altura de las
plantas de menta, es por esto que no se muestra la comparacion de medias de esta
variable, obteniendo una media general de 80.40 cm. Para explicar la significancia de las

demas variables, en el Cuadro 2 se muestra las comparaciones de medias.
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Cuadro2. Comparacion de medias de las variedades estudiadas en la planta de la menta,
cultivadas con fertilizacion organica e inorganica.

PFH PFA  PFT  PSH  PSA  PST CC CA

i gpl* gpl* gpl™ gpl* gpl* gpl*  mgg’  gkg'
1 52.23b° 107.43b 160.65b 16.21b 33.00b 49.22b 3.09b 0.73bc
2 77.13a 164.54a 24167a 245la 54.96a 80.30a 3.42ab 1.85a
3 3046c 54.65c 81.63c  9.62c  18.41c 28.02c 357ab 1.3lab
4 16.13c 37.19c 53.33¢c 5.37c  13.18c 18.55c 3.89a  0.48c
5 26.25c 58.83c 85.08c  852c 20.41bc 28.94c 3.53ab  0.60c

Media 40.44 84.53 12447  12.85 27.99 41.00 3.50 0.99
DMSHp0s  18.25 30.93 44.04 6.01 13.03 17.38 0.60 0.68

*Medias con la misma letra dentro de columnas son iguales (Tukey, P=0.05); FF: Fuentes de Fertilizacion;
1:Biovital ®; 2: Solucién Nutritiva Steiner; 3: Lixiviado de lombriz; 4: Composta; 5: Vermicomposta; AP:
Altura de Plata; PFH: Peso Fresco de Hojas; PFA: Peso Fresco de Tallos; PFT: Peso Fresco Total; PSH:
Peso Seco de Hojas; PSA: Peso Seco de Tallos; PST: Peso Seco Total; CC: Contenido de Clorofilas; CA:
Contenido de Aceite Esencial; DMSH: Diferencia Minima Significativa Honesta.

Las plantas cultivadas en la fuente de fertilizacion inorganica (solucién nutritiva Steiner)
presentaron un aumento significativo en todas las variables evaluadas; de acuerdo con
Mairapeytan et al. (1999) esto posiblemente se deba a la fertilizacidn, es decir, a una
relacibn mas éptima de la nutricion mineral. El peso fresco total de la parte aérea
aumento un 50 % con respecto de la mejor fertilizacion organica (Biovital®) para esta
variable. Este valor fue atribuido al vigor de las plantas, ya que la solucion nutritiva
Steiner favorecio la formacion de numerosos estolones que originaron mayor cantidad
de tallos y hojas. A esto, Zheljazkov y Margina (1996), indican que los niveles
nutrimentales tienen gran influencia en el crecimiento de las plantas (produccion de
biomasa), siendo los altos contenidos de nitrogeno los que incrementan el peso de las

hojas.
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En el caso de las fertilizaciones organicas como la vermicomposta y la composta, quiza
pudo haberse presentado una retencién de humedad excesiva en el material organico,
que pudo haber afectado de manera negativa la absorcion por la raiz, ya que las mentas
no toleran los suelos anegados (Weller et al., 1998), lo que podria explicar los bajos
rendimientos de biomasa en estos tratamientos (Cuadro 2). En el tratamiento de la
composta quiza ocurrié una mala mineralizacion de la materia organica y no se dio un
balance nutrimental adecuado, por lo tanto, la absorcion de los iones por parte del
cultivo no fue la adecuada, ya que este tratamiento al principio mostraba plantas de
crecimiento lento que presentaron un quemado en los bordes de las hojas que pudieron
deberse a quemaduras por exceso de sales, y mas tarde debido a deficiencias de potasio
(Brown et al., 2003); también presentaron una pigmentacion purpura en los tallos y las

hojas que se traducen a deficiencias de fosforo (Brown et al., 2003).

La vermicomposta utilizada tenia las siguientes caracteristicas, M.O. 37.34 %; N 2.05
%; P 1.85 %; K 1.18 %; Atiyeh et al. (2002) concluyen que la vermicomposta al sufrir
una serie de transformaciones hace disponible cuatro veces mas el nitrégeno, veinticinco
veces mas el fésforo y dos veces més el potasio; debido a esto, pudo haber ocurrido una
fitotoxicidad por el exceso de nutrimentos disponibles para las plantas conforme esta se
fue mineralizando; Romero et al. (2013) mencionan que niveles altos de fésforo pueden
afectar el desarrollo de las plantas. El lixiviado de lombriz también presenta bajos
valores en las variables de peso fresco, esto también pudo deberse a deficiencias en el
cultivo ya que las plantas presentaron sintomas de deficiencias principalmente de
nitrégeno de acuerdo con Brown et al. (2003), al manifestar una clorosis que empezaba

en las hojas viejas y avanzaba hacia toda la planta. La fertilizacion con Biovital® fue la
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que mayores rendimientos de biomasa mostro respecto de los tratamientos organicos,
pero aun asi existen diferencias altamente significativas respecto de la fertilizacion
inorganica en cuanto a las variables de peso fresco y seco, las plantas también mostraban

sintomas de deficiencias, sobre todo de nitrdgeno.

Para los resultados de las variables de la materia seca se aprecian los mismos efectos
(Cuadro 2), la fertilizacion con la solucion nutritiva Steiner dio significativamente
mayor acumulacion de materia seca tanto en hojas como en tallos, mientras que la
fertilizacion con Biovital® nuevamente fue la que mayor acumulacion de materia seca
dio entre las fertilizaciones organicas. Jeliazkova et al. (1999) reportan una mayor
acumulacién de materia seca con el aumento de la tasa de aplicacion de fertilizantes con
nitrégeno, fosforo y potasio. Generalmente, altas tasas de aplicacién de nitrogeno fueron
asociadas con mayores rendimientos de biomasa (Zheljazkov y Cerven, 2009). En
cualquier cultivo, la acumulacién de materia seca es un indice fisiologico estrechamente

relacionado con la actividad fotosintética de las hojas (Mahmoud, et al., 2009).

Se observaron diferencias en las tonalidades de verde en las hojas entre los tratamientos
por lo cual se tomaron lecturas SPAD Yy se ratificaron con los analisis del contenido de
clorofila. Se ha reportado que la cantidad de clorofila y de nitrogeno total determinados
por los métodos tradicionales en leguminosas, gramineas, frutales y hortalizas presenta
una alta correlacion con las unidades SPAD (Revees et al., 1993). El contenido de
clorofila y la absorcion de nitrégeno se han correlacionado con las unidades SPAD en
diversas condiciones ambientales de intensidad luminosa, temperatura, humedad
relativa, plagas, densidad de poblacion, fuente de nitrégeno, entre otras (Hiderman et al.,

1992). Para la variable de contenido de clorofila (Cuadro 2), las hojas que presentaron
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los mayores valores fueron las tratadas con la Composta, el Lixiviado de lombriz, la
Vermicomposta y la Solucion Nutritiva Steiner; los tratamientos que mostraron
diferencias significativas fueron la Composta y Biovital®, ésta ultima con un menor
contenido de clorofila; segin los autores anteriores, esto puede significar una menor
acumulacién de nitrégeno en la planta, lo que explica los sintomas de clorosis
observados, ya que este tratamiento fue el que mostro mas sintomas por deficiencias de
este nutrimento. Sin embargo, los contenidos de clorofila en las hojas no se asociaron
con los mayores rendimientos, lo que indica la necesidad de conocer la distribucion que
la planta hace de la energia generada y la funcion que tienen dichos pigmentos en los

procesos metabolicos y el rendimiento.

Las unidades SPAD mostraron valores mayores conforme aumentd el contenido de
clorofila, de tal forma que el valor mas bajo (22.98) se obtuvo con las hojas de un tono
verde mas claro y el mas alto (47.58) con las hojas verdes méas oscuras. Se encontré una
correlacion altamente significativa (r=0.94) entre el aumento de las unidades SPAD vy el
contenido de clorofila (Figura 4), lo cual presenta una gran ventaja al poder sustituir la
determinacion de clorofila por el método tradicional (que es un método destructible) por
la simple lectura de unidades SPAD. Estos resultados son similares a los reportados por
Marquad y Tipton (1987), quienes aplicaron este mismo estudio a 12 cultivos de

hortalizas, leguminosas, flores y frutales.
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Figura 4. Correlacion entre unidades SPAD y contenido de clorofila en plantas de menta

Respecto al contenido de aceite esencial (Cuadro 2), los tratamientos que mostraron
mayores resultados fueron las plantas fertilizadas con la solucién Steiner y con el
lixiviado de lombriz. Al respecto, se ha reportado que el rendimiento de aceites
esenciales, depende del incremento en area foliar y de tricomas glandulares (Jeliazkova
et al., 1999) lo cual concuerda con la fertilizacion con la solucion Steiner y las otras
fertilizaciones organicas que presentaron mayores y menores rendimientos en las hojas,
respectivamente. Para el caso de la fertilizacion con el lixiviado de lombriz, quiza estos
resultados se deban a que la planta bajo este tratamiento tuvo una mejor asimilacion de P
y de Zn, ya que estos elementos son requeridos para la formacion de precursores de
aceites esenciales (Misra et al., 2000; Kumar et al., 2010), no se cuenta con datos de
analisis nutrimentales, pero se intuye que debido a esto, el contenido de aceite esencial
se incremento con este tratamiento. Por otro lado, el alto CV (Cuadro 1) puede también

indicar que hubo algun error en la extraccion del aceite.
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Para la identificacion del mentol, uno de los principales objetivos de este trabajo,
preliminarmente se realiz6 una Cromatografia de Capa Fina (Figura 5) donde no se
detectd mentol en los componentes de la muestra. Con el nimero | a las orillas, se
observa como el testigo (Menthol, 99.9%) manifiesta una coloracion morada y un Rf de
0.22, mientras que ninguna de las accesiones presentan una coloracion con un Rf
similar. Por otro lado, se aprecia claramente que las accesiones comparten tres
compuestos en comun: Il con un color café oscuro y un Rf de 0.39; Ill con un color

amarillo y un Rf de 0.51 y IV con un color morado y un Rf de 0.89.

Figura 5. Cromatograma de accesiones de aceite esencial de menta 1: Biovital ®; 2:
Solucién Nutritiva Steiner; 3: Lixiviado de lombriz; 4: Composta; 5: Vermicomposta.

El analisis de Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas (GC-EM) detectd la

presencia de mirceno (Tr 9.02), eucaliptol (Tr 10.09), limoneno (Tr 10.11), linalol (Tr
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12.18), mentona (Tr 14.08), oxido de piperitona (Tr 16.65) y chavivetol (Tr19.23), los
cuales fueron identificados en funcion del tiempo de retencion (Rt) y de acuerdo a la
biblioteca de espectros NIST V. 2008; estos componentes se encontraban en cantidades
muy pequefias, y por tal motivo no fueron analizadas estadisticamente. El analisis
cromatografico tampoco detecto la presencia de mentol; lo que pudo deberse a una
degradacion del componente durante la obtencion del aceite; SENA (2012) reporta que
la hidrodestilacion presenta la desventaja de que pueden ocurrir procesos colaterales
debido a la temperatura que se emplea, ya que puede provocar que algunos compuestos
presentes en las plantas se degraden y se pierdan; también puede ocurrir una
polimerizacion y/o resinificacion de los terpenos; asi como una hidrolisis de esteres.
También es posible que el contenido de mentol fuera afectado por la fuente de
fertilizacion (Scavroni et al., 2005; Valmorbida y Fernandes, 2007; Jimenez, et al.,
2012). Otro factor a considerar es la edad de la planta, Rohloff et al. (2005) sefialan que
el contenido de monoterpenos se incrementa con la edad de las hojas pero puede ir
disminuyendo cuando estas son mayores de tres semanas. Ademas, se encontrd que el
aceite obtenido de la menta cosechada en etapa tardia, casi siempre tenian bajas
concentraciones de otros componentes como el a-pineno, f-mirceno, sabineno, entre

otros, esto es atribuible a la perdida de follaje (Court et al., 1993).

Sin embargo, la GC-EM detectdé un compuesto mayoritario (77 %) presente en todas las
muestras, el cual no fue identificado por la biblioteca de espectros. EI compuesto se aislé
y se analizd6 mediante resonancia magnética nuclear (RMN), en el espectro se puede

observar que es un compuesto fendlico (Anexo 1), pero tampoco se logro identificar.
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V. CONCLUSIONES

La solucion nutritiva Steiner produjo el mayor rendimiento de biomasa, demostrando
que la menta se puede cultivar satisfactoriamente bajo invernadero en Texcoco de Mora,

obteniendo excelentes rendimientos (21.4 t-ha™) con esta fertilizacién inorgénica.

Entre las fertilizaciones organicas, Biovital® fue el mejor tratamiento para las variables

de rendimiento de hiomasa.

Para el contenido de clorofila, los tratamientos que mostraron diferencias significativas
fueron la Composta y Biovital®, con el mayor (3.89 mgg™) y menor (3.09 mgg™)

contenido, respectivamente.

Se encontré una alta correlacion entre el contenido de clorofila y las unidades SPAD

(R?=0.94).

La solucion nutritiva Steiner y el lixiviado de lombriz produjeron los mayores

contenidos de aceite esencial en menta.

Las fuentes de fertilizacion utilizadas en este experimento no tuvieron efecto

significativo en la composicidn del aceite esencial de la menta.
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Anexo 1. Espectro de RMN de un compuesto no identificado del aceite esencial de menta
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