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ABSTRACT

One of the most valuable essential oil production plant of the Lamiaceae family is the
pippermint or Mentha piperita. This essential oil and its different extracts have been
studied before even modern medicine. Nowadays actual studies shown antibacterial
and antioxidant qualities among other properties, being widely used in many

industries such as cosmetics, tobacco and pharmaceuticals.

The present study takes as reference different works on the effect of salinity stress,
especially those in the biosynthesis of secondary metabolites, focusing on the impact
of this stress on the production of menthol and the growth on the plant rather than
the quantity of the essential oil. This was done using different controlled saline
environments to determine which concentration was ideal to use in our experiment to
increase the concentration of metabolites of pharmacological interest. A calibration
curve statistically studied was achieved following a simple and direct method of
menthol quantification using a UV/VIS spectrometer paired with a colorimetry reaction

that allowed a fast, economic and reliable determination.

Results: Salinity conditions of 50 mM NaCl were those most adequate for the growth
of Mentha piperita of those evaluated. Spectrophotometry analysis exhibited an
increase of menthol concentration in those samples treated with a controlled salinity
environment when compared to those who did not in our control group. It was
concluded that the developed method is suitable for the optimization of the culture of
Mentha piperita for its use in elicitation studies to increase the concentration of

menthol.

Keywords: peppermint, menthol, salinity, secondary metabolites, elicitation.




RESUMEN

La Mentha piperita, o menta piperita, es una de las plantas de la familia Lamiaceae
mas apreciadas por su produccidn de aceite esencial. Este aceite y sus distintos
extractos han sido estudiados incluso antes de la préactica de la medicina moderna. Hoy
en dia numerosos estudios determinan sus capacidades antibacterianas vy
antioxidantes entre otras, siendo ampliamente utilizado en industrias como la

cosmética, la del tabaco o la farmacéutica.

El presente estudio toma como referencia distintos trabajos sobre el estrés salino,
especialmente aquellos sobre la biosintesis de metabolitos secundarios, centrandose
en el impacto de este estrés en la produccion de mentol y en el crecimiento de la
planta mas que en la cantidad de aceite esencial producida. Esto se realizé llevando a
cabo distintos ambientes salinos controlados con el fin de determinar qué
concentraciéon era la ideal a utilizar en nuestros experimentos para la obtenciéon de
metabolitos de interés farmacoldgico. Se realizé una curva de calibrado estudiada
estadisticamente que permitié una determinacién rapida, fiable y econdmica del

mentol.

Resultados: Condiciones de 50 mM de NaCl fueron las mds adecuadas para el
crecimiento de Mentha piperita de aquellas evaluadas. El analisis espectrofotométrico
indicé un aumento de concentraciones de mentol en aquellas muestras tratadas con
un ambiente salino controlado en comparacion con aquellas que no lo fueron. Se
concluyo que el método propuesto es adecuado para la optimizacidén del cultivo de

Mentha piperita para la elicitacién con el fin de aumentar la concentracién de mentol.

Palabras clave: menta, mentol, salinidad, metabolites secundario, elicitacion.




ACRONIMOS

H,S0* Acido sulfurico

NDPH Nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato

NaCl Cloruro sddico




1 INTRODUCCION

La especie Mentha piperita perteneciente al grupo de la familia Lamiaceae es
actualmente uno de los cultivos econdmicamente mas importantes desde el punto de
vista medicinal y aromatico (1). Es un hibrido estéril de la menta acuatica (Mentha
aquatica) y la hierbabuena (Mentha spicata). Es muy aromatica, perenne, glabra,
herbacea de 30-90 cm en altura. Sus hojas tienen una longitud de 2.5-5 cm de largo
con forma oval y borde serrado. Las flores son de un color rosado violaceo, floreciendo
en los meses de verano. Originalmente nativa de Europa, Canadd y Estados Unidos ha

sido naturalizada en numerosas partes de India.

El género de menta es utilizado principalmente por su sabor y sus propiedades
medicinales a nivel mundial. Actualmente es uno de los cultivos mds importantes
desde el punto de visto econdmico y farmacéutico. Se han estudiado sus aceites
esenciales demostrando actividad antioxidante e inhibitoria de microorganismos
similar al antibiético gentamicina (2). En concreto el aceite esencial de mentol
presenta accion antibacteriana y antifungica (3) como repelente de mosquitos vy
larvicida, alcanzando efectividades hasta del 100% en su eliminacion una vez

depositado en la superficie del agua (4).

1.1 METABOLISMO SECUNDARIO EN PLANTAS

Las plantas tienen en comun junto al resto de seres vivos en que comparten un
metabolismo primario cuyas reacciones son aquellas implicadas en los procesos vitales
del organismo. Sin embargo, presentan también un metabolismo secundario capaz de
producir diversos compuestos con propiedades bioldgicas llamados metabolitos

secundarios.

Los metabolitos secundarios se sintetizan en pequeias cantidades y de forma no
generalizada, estando a menudo su produccién restringida a un determinado género

de plantas, a una familia, o incluso a algunas especies (5). Reciben también la




denominacién de productos naturales y se caracterizan por sus diferentes usos vy

aplicaciones como perfumes, colorantes, insecticidas y medicamentos entre otros.

La mezcla de aldehidos, cetonas, terpenoides y alcoholes llamada comUnmente aceites
esenciales es la responsable de los olores y sabores caracteristicos de numerosas
plantas. Los terpenos encontrados en los aceites esenciales son principalmente
monoterpenos, como el limoneno y el mentol, constituyentes mayoritarios de los

aceites de limén y menta respectivamente (5).

Los terpenos se sintetizan a partir de metabolitos primarios por dos rutas: la del acido
mevaldnico, activa en el citosol, en la que tres moléculas de acetil-CoA se condensan
para formar acido mevaldnico que reacciona hasta formar isopentenil difosfato (IPP), o
bien la ruta del metileritritol fosfato (MEP) que funciona en cloroplastos y genera
también IPP. El isopentenil bifosfato y su isomero dimetilalil difosfato (DMAPP) son los
precursores activados en la biosintesis de terpenos en reacciones de condensacion
catalizadas por prenil transferasas para dar lugar a pernil bifosfatos como geranil
difosfato (GPP), el precursor de monoterpenos. Especificamente la biosintesis de (-)-

mentol se lleva a cabo en las células de las glandulas secretoras de la planta de menta.
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Figura 1 - Biosintesis del (-)-mentol en las glandulas secretoras.
B. Croteau R, M. Davis E, L. Ringer K, W. Wildung M. (-)-Menthol biosynthesis and molecular genetics.
Naturwissenschaften. 2005 Noviembre;(92). (6)




1.2 ELICITACION PARA EL INCREMENTO DE METABOLITOS DE INTERES EN PLANTAS

La acumulacién de metabolitos secundarios es frecuente en plantas sometidas a
distintos tipos de estrés, el cual puede estar causado por inductores o moléculas
sefializadoras. También los factores ambientales como temperatura, intensidad
luminica, agua disponible, minerales y CO; influyen tanto en el crecimiento de la planta
como en la produccion de estos compuestos. Estos metabolitos secundarios son
importantes para la supervivencia de la planta ya que permiten la adaptacion a

distintas condiciones de estrés (7).

Ejemplo de ello es la deshidratacién celular causada por un medio salino que produce
estrés osmotico con la consecuente disminucidén del volumen acuoso del citoplasma.
Ademas de este estrés hidrico se provocard un estrés iénico que podra provocar a su

vez un incremento o reduccidon de metabolitos secundarios especificos en la planta (7).

Desde un punto de vista cualitativo el mentol y mentona son los principales
constituyentes del aceite esencial de menta. La importancia comercial de este aceite
esencial radica en una composicién rica en estos dos componentes mientras se
mantienen bajos porcentajes de otros compuestos indeseables como el mentofurano.
Se han descrito casos del aumento de concentracion de mentona frente a la
disminucion de mentofurano al incrementar la salinidad del medio de cultivo de la
planta, dando no sélo una mayor produccién de aceite esencial sino una mayor calidad
de este producto comercial destilado a pesar de influir negativamente en su

crecimiento (8).

1.3 ESTRES SALINO

La salinidad del medio disminuye la capacidad de obtenciéon de agua por parte de la
planta, reflejandose rapidamente en la tasa de crecimiento de esta y estando

acompafiado de una serie de efectos idénticos a los causados por el estrés hidrico (8).

La primera fase de reduccidn del crecimiento es relativamente aparente y es debido a

la sal presente fuera de las raices. Posteriormente se da una segunda fase tardia de




reduccion del crecimiento, reflejo del dafio interno en la planta. Esto es debido a la
acumulacién de sales en las hojas encargadas de la respiracion, excediendo la
capacidad de la célula de compartimentar sales en vacuolas. Como resultado, la
concentracion de sales en el citoplasma aumenta e inhibe la actividad enzimatica o se

acumula en las paredes celulares causando deshidratacion (9).

La salinidad puede afectar asi al crecimiento a través de cambios en las relaciones
hidricas, el equilibrio hormonal y la captacién de carbono en funcién a la
concentracion y tiempos a la que ha sido expuesta la planta. Estos efectos se pueden
apreciar a simple vista no sélo debido a la disminucién de crecimiento sino en la

pérdida de turgencia y cambio de color, apreciables en la Figura 2.

Figura 2 - Planta sometida a medios de 150 mM de NaCl

El impacto del estrés salino ha sido estudiado por parte de varios autores tanto de
forma cuantitativa como cualitativamente en distintas plantas encontrando resultados
contradictorios tanto en tasa de crecimiento como en produccién de aceite esencial y
su composicion (8). En este trabajo se pretende estudiar el efecto que tiene la
salinidad sobre el crecimiento y la acumulaciéon de mentol con el fin de optimizar un

protocolo para futuros estudios.




2 OBIJETIVOS

Los objetivos principales de este trabajo son:

e Estudio del crecimiento de Mentha piperita en hidroponia bajo diferentes
concentraciones de sal.

e Estudio de la acumulacién de mentol en medios de cultivo de condiciones
salinas controladas.

e Realizacidn de un protocolo espectrofotométrico de determinacion directa de
mentol.

3 MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron semillas de menta proporcionadas por

un agricultor de Las Palmas de Gran Canaria en marzo de 2019.

Debido al pequefio tamafio de la semilla, para su germinacién se emplearon
seedholders de la marca Araponics®, rellenados con una mezcla de arena de rio de
granulometria media y fina, incubados en pequefios invernaderos plasticos con agua
destilada y arena de rio de granulometria media (Figura 3). La germinacién tuvo lugar
en una camara de cultivo empleando un fotoperiodo largo de 16/8 horas de
luz/oscuridad con una temperatura de 22 °C y una humedad relativa del 70%. En esta
etapa el recipiente se mantuvo tapado para conservar una atmodsfera cercana al 100%

de humedad.

Figura 3 — Germinacidn en pocillos con arena de rio
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Tras cinco dias después de la germinacidn, los pocillos fueron colocados en un sistema
hidropdnico compuesto por cubetas de 2 litros, manteniendo la atmdsfera humeda
hasta la observacion de las primeras hojas verdaderas. A los 13 se sustituyd el agua
destilada original por una disolucién nutritiva diluida al 50% con agua destilada,
pasando a utilizar la concentracion completa a las dos semanas. La composicién se

encuentra detallada en la Tabla 1.

Tabla 1 — Soluciones nutritivas

Concentracion Volumen a tomar

Compuesto final por 25L de medio
Solucién 1 100 mL
KNO3 1.25mM
KH2PO4 0.5 mM
MgSO. - 7 H20 0.75 mM
Solucién 2 100 mL
Ca (NOs), - 4 H20 0.75 mM
Solucién 3 100 mL
H3BO; 12.5 mM
MnSO4 0 Hzo 2.5 mM
ZnSO4 -7 Hzo 0.5 mM
CuSO, - 5 H,0 0.375 mM
(NH4)5M07024 -4 Hzo 0.01875 mM
Solucion 4 75 mL
Sequestrene® 44.8 uM

Pasados 16 dias mas, cuando el tamafio de la planta permitié su mantenimiento sin
tener que usar el seedholder, se liberé de este y se pasaron a cubetas de mayor
tamafio capaces de albergar 30 plantas cada una vy 4 litros totales. El medio era aireado
mediante bombas de aireacién y tubos de silicona perforados durante 10 minutos cada

48 horas.

Las plantas permanecieron 18 dias adicionales en las condiciones de temperatura,
fotoperiodo y humedad anteriormente descritos antes de proceder a la adicion de la

sal para comenzar los diferentes experimentos.
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3.2 EXPERIMENTO DE CRECIMIENTO

Se prepararon distintos soluciones nutritivas adiciondndoles diferentes
concentraciones de NaCl (50, 100 y 150 mM) ademds de emplear un grupo control sin
sal (Figura 4). El experimento se dio por finalizado a los 15 dias. Para calcular la tasa de
crecimiento las plantas fueron pesadas individualmente antes de agregar la sal al
cultivo hidropdnico siendo este momento to y tras 15 dias se volvieron a pesar,

expresando este tiempo como tis.

Figura 4

Una vez obtenidos los pesos en fresco, se secaron las plantas en una estufa a 709C
durante 48 horas. Posteriormente se calculé el porcentaje correspondiendo al material
vegetal, multiplicando por el peso de cada planta a to y t15, utilizdndose estos datos

para calcular la tasa de crecimiento relativo como sigue en la formula:

InW, —InW,;
=t
Donde: W = media de la biomasa de las plantas recolectadas,t = tiempo

Tasa de crecimiento relativo =
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3.3 EXPERIMENTO DE ACUMULACION DE MENTOL EN CONDICIONES SALINAS

Para el estudio de la acumulaciéon de mentol en condiciones salinas se realizé un nuevo
cultivo hidropdnico con dos grupos diferenciados: un grupo control sin adiciéon salina y
otro grupo expuesto durante una semana a una concentracion de NaCl de 50 mM en
su solucidén nutritiva antes de realizar la extraccion de mentol. Esta concentracion
salina demostré ser la mas adecuada para obtener una cantidad de material vegetal
suficiente del que extraer aceite esencial siguiendo el protocolo propuesto por

Anastasia-Sandu et al. (2013) (9).

3.3.1 Extraccidon de mentol

Una vez finalizado el tiempo de cultivo las hojas pertenecientes al Grupo A (control) y
Grupo B (tratamiento salino con 50 mM NaCl) separaron utilizando pinzas y tijeras con
cuidado para no retirar el mentol presente en los tricomas glandulares de su
superficie. Cada una de las extracciones se realizé con aproximadamente 1 g de hojas
pertenecientes a cada uno de los grupo ensayados y este se midid por triplicado,
obteniéndose un total 6 extractos (3 para cada una de las condiciones) distintas. Estas
muestras fueron almacenadas en tubos cdénicos de centrifuga, congeladas con

nitrégeno liquido y almacenados en un congelador para su posterior manipulacion.

A la hora de procesar las hojas se adicioné 10 mL de etanol a cada uno de los tubos de
centrifuga triturando a su vez suavemente con una varilla de vidrio con intencién de
impregnar completamente las hojas. Se mantuvo los tubos de centrifuga por 2 horas a
agitacion suave para realizar la extraccion de mentol presente en la superficie de las

hojas.

Pasado este tiempo parte del sobrenadante fue recogido con una micropipeta y
depositado en tubos de microcentrifuga. Las muestras se centrifugaron durante 10 min
a 12000 rpm. Con el uso de una micropipeta se recogié 800 uL de sobrenadante con
cuidado de no resuspender el fondo, depositandolo en tubos de ensayo para realizar la

reaccidn colorimétrica y posterior determinacién. Estas determinaciones se realizaron
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por duplicado, obteniéndose un total de 12 datos de absorbancia para cada grupo y 24

en total.

3.3.2 Determinacién directa de mentol por método espectrofotométrico

En el trabajo realizado por Anastasia-Sandu et al. (2013) (9) se propone y valida un
método sencillo y directo para la determinacién de mentol en disolucion mediante el
uso de espectrofotémetro UV/VIS. El método propuesto es selectivo, sensitivo y sin

necesidad de control de temperatura.

La concentracién de la disolucion patrén utilizada se ha calculado teniendo en cuenta
que el volumen final de reaccién seran 3 mL y el volumen de muestra a adicionar 800
pL. Con este fin se pesaron 18,75 mg de mentol puro en una balanza de precision,
llevando posteriormente a un matraz aforado de 200 mL y completando el volumen
total con etanol 96% (v/v) hasta su completa disolucién. La concentracién final de la

disolucién patrén es de 9,375 pg-mL™.

A partir de la disolucién patrén se prepararon 6 disoluciones estandar siguiendo las

diluciones de la Tabla 2.

Tabla 2

1 2 3 4 5 6

Concentracion
25 12,5 6,25

final (ug-mL-1) 312 boe 078
Dis. Patréon (uL) 800 400 200 100 50 25
Etanol (pL) 0 400 600 700 750 725

El mentol no presenta grupos croméforos por lo que se debe realizar previamente una
reaccidon colorimétrica. El mentol en presencia del salicilaldehido y con ayuda de un
medio acido reacciona produciendo un producto de color rojo-naranja que permanece

estable para su medicidn en espectrofotémetro durante 12 h.
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Debido a que el volumen de reaccién originalmente propuesto, 15 mL, es excesivo en
este caso, se ajusto la cantidad de reactivo a utilizar para obtener un volumen final de

3 mL, manipulando de esta manera una quinta parte del H,SO* concentrado inicial.

Para realizar la reaccién se adicionaron los componentes de la Tabla 3 siguiendo ese

orden.
Tabla 3

Propuesto por Anastasia-Sandu et al. (2013) Optimizacién propia
0,2-2,0mL Mentol 800 uL Muestra
Hasta 4 mL Etanol 0mL Etanol
1,0 mL Salicilaldehido (1%) 200 uL Salicilaldehido (1%)
10 mL H2S04 (96-98%) 2mL H,SO* (96-98%)
15 mL finales 3 mL finales

Volumenes de 800 L de muestra se transfirieron a tubos de ensayo donde se adiciond
0,2 mL de salicilaldehido (1%) vy, por ultimo, 2 mL de H,SO* concentrado (96-98%) gota
a gota. La disolucién de salicilaldehido (1%) necesaria para esta determinacién fue
obtenida diluyendo un volumen adecuado de solucidn (99%) con etanol. Los tubos de
ensayo se agitaron ligeramente para mezclar la disoluciéon y se dejaron reposar 30

minutos hasta alcanzar la temperatura ambiente.

Las absorbancias se midieron a 510 nm en una celda de plastico de 1.0 cm utilizando
como blanco una disolucidn preparada de la misma manera, pero sin adicién del
mentol. El espectrofotémetro UV/VIS utilizado es el modelo UV-6300PC Double Beam

Spectrophotometrer de VWR International (Researchpark Hassrode, Leuven, Bélgica).

3.4 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los datos obtenidos de las determinaciones se analizaron utilizando el software

informatico Microsoft Excel 2019®. Se calculé el valor de p para cada uno de los grupos
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de datos obtenidos en cada uno de los experimentos con el fin de determinar el nivel
de significancia de estos. En el experimento de crecimiento se tomd como referencia la
masa inicial, comparandola a su vez con el grupo de masas finales. En el experimento

de mentol el grupo de referencia fue el control frente al tratamiento salino.

4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ENSAYO DE CRECIMIENTO

Los resultados del ensayo de crecimiento se adjuntan en la Tabla 6, donde se expresa
el promedio de masa de cada uno de los grupos al inicio del tratamiento salino y una
vez finalizado. El crecimiento de cada uno de los grupos fue evaluado en base a su tasa

de crecimiento relativa.

Tabla 4
%
Grupo Inicio Final MAT. w1 W2 . Tasa de '
crecimiento relativo
VEG.
anmtﬁl 2,82+0,83 *** 778 +2,44 *** 81,23 228,80 631,83 6,77
1
50(rr1|\/| 2,50 + 1,03 *** 525+2 57 *** 8175 204,61 429,25 4,94
2
1OC() r11M 1,89 +0,71 ** 3,24+1,68 ** 79,33 150,05 257,17 3,59
3
15(() r11M 1,63+0,75 1,48 +0,95 * 71,23 116,13 105,55 -0,64

Diferencias significativas con respecto al control con un p<0,05: *** p<0.01, ** p<0.05, * p<0.1.
Comparativa realizada entre masas, en gramos, obtenidas al inicio del experimento (Inicio) y al final de este (Final).

Como era esperable el grupo control, donde las plantas han sido cultivadas en un
medio sin sal, presenta un mayor crecimiento. Estas observaciones coinciden con las
descritas en el trabajo de Khorasaninejad et al. (8) donde el grupo control presenta los
mayores parametros de crecimiento en todos los aspectos evaluados en la planta. A
medida que se adiciona NaCl a la solucién hidropdnica se aprecia una disminucién

constante en el crecimiento, aumentando a mayor concentracion de sal e incluso
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llegando a ser negativa en el ultimo grupo debido a la pérdida de hojas y muerte de las
plantas antes de finalizar el ensayo. Nuevamente estos resultados coinciden con los
expresados por Khorasaninejad et al. (2010) donde las plantas expuestas a 150 mM de

NaCl no toleraron estas condiciones y murieron.

Los resultados de otros autores comentados por Munns R. (2002) (10) en su libro
respecto a la tolerancia de especies no haldéfilas también informan de la muerte de
otras especies, como el trigo (Triticum aestivum), a niveles salinos superiores a 175
mM. A su vez, la concentracién de 100 mM ha mostrado una tasa de mortalidad de un
50% con respecto a la del grupo control. Sin embargo, en este apartado en el trabajo
de Khorasaninejad et al. la disminucidn de la biomasa total es de aproximadamente un
90% en el grupo correspondiente a 50 mM de NaCl y de un 95% en el del 100 mM de

NaCl, datos que no se corresponden con los obtenidos en este experimento.

La concentracién de 50 mM, al presentar la menor disminucién en el crecimiento de
todos los grupos y a su vez permitir el desarrollo de la planta, ha resultado ser la mas
adecuada para realizar posteriormente el estudio con el fin de comprobar el efecto de

la sal sobre la concentraciéon de mentol.
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4.2 VALDACION DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO

Los datos obtenidos en el espectrofotémetro fueron representados en una recta de
calibrado definida por la ecuaciéon y = 0,1599 + 0,0826x y con un coeficiente de

correlaciéon de 0,9993 (Figura 6).
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Figura 6 — Recta de calibrado experimental

El intervalo de concentraciones de mentol ensayadas en las que se cumple la linealidad
de la ley de Lambert-Beer de nuestra recta patron es de 0,78 a 25 pug-mL?, frente a los
datos propuestos por Anastasia-Sandu et al. (2013), siendo este rango desde 1.33 a

13.33 pg-mL?, con un coeficiente molar de 1.1533-10% L-mol*-cm™ a 510 nm.

Estos resultados comprueban por lo tanto la reproducibilidad del método propuesto

por Anastasia-Sandu et al. (2013).
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4.3  DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE MENTOL EN LAS DISTINTAS MUESTRAS

Utilizando los datos de la recta de calibrado experimental se calcularon las medias de
concentracién de mentol expresadas en pug/mL y ajustadas en base a la masa exacta de
cada una de las muestras preparadas. Las concentraciones promedio de cada grupo y

del total obtenidas experimentalmente se encuentran en la Tabla 5.

Tabla 5 - Concentracion de mentol (ug/mlL)

Grupo A Grupo B
Extracto (Control) (50 mM NacCl)
1 65,81 £ 9,43 *** 77,58 £ 3,61 ***
2 57,22 + 12,77 *** 73,04 + 5,75 ***
3 50,63 + 15,04 59,56 +9,14
Promedio 57,89+7,6 ** 70,06 £ 9,3 **

Diferencias significativas con respecto al control con un p<0,05: *** p<0.01, ** p<0.05, * p<0.1.

Comparativa realizada entre las concentraciones obtenidas tomando como referencia el grupo control (A) y el grupo
tratado en condiciones salinas (B). Se ha separado cada medicion realizada a cada extracto (1,2 o 3) y el promedio
total de cada grupo.

Los resultados demuestran que la elicitacién mediante el estrés salino en condiciones
controladas es efectiva con el fin de aumentar las concentraciones de mentol. Sin ser
este el objetivo del estudio, los datos obtenidos por Khorasaninejad et al. (2010)
comentan de una reduccidn en la cantidad de aceite esencial, pero afirmando desde el
punto de vista cualitativo junto a las observaciones de J. Charles et al. (1990) (11) el
aumento de compuestos deseables como la mentona y la disminucion de otros

indeseables como el mentofurano.

En el caso concreto del mentol Khorasaninejad et al. (2010) corrobora nuestros
resultados obtenidos en el grupo control. Esta informacion a su vez concuerda con el
aumento de las concentraciones de mentol observadas en los resultados de nuestro
experimento ya que en todos los grupos de muestreo se aprecia un aumento de
concentracion en mentol que representa aproximadamente un 25% sobre el promedio

total del grupo control.
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5 CONCLUSIONES

La optimizacién del cultivo de Mentha piperita propuesto en este ha resultado ser un
método simple, rdpido y econdmico para para el aumento de las concentraciones de
metabolitos de interés farmacoldgico. Se ha verificado también la viabilidad y la
reproducibilidad de Ila técnica que permite la determinacién directa por

espectrofotometria UV/VIS del mentol utilizando una reaccién colorimétrica.

Al aplicar este método de elicitacion se deben tener en cuenta otros aspectos
comentados en detalle en este trabajo debidos al propio mecanismo del estrés salino.
La disminucién del crecimiento de la planta, el volumen final de aceite esencial
obtenido y la composicién relativa de sus componentes son aspectos de gran

relevancia a tener en cuenta en una futura implementacién de este método.
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