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ABREVIATURAS

Abs: Absorbancia.

ABTS: Acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico).
ADN: Acido desoxirribonucleico.

AgNOs: Nitrato de plata.

AgNPs: Nanoparticulas de plata.

BHT: Hidroxitolueno butilado o dibutilhidroxitolueno.

BHA: Hidroxianisol butilado o butilhidroxianisol o butil anisol.
CAI: Centro de Apoyo a la Investigacion.

ClI: Concentracion inhibitoria.

CN: Cianuro

DDMP: 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-4H-pyran-4-ona
DHA: acido deshidroascorbico.

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil.

DRX: Difraccion de rayos X

EC50: Concentracion media maxima eficaz

EDS: Espectroscopia de rayos X de dispersion de energia.

FC: Folin-Ciocalteu.

FEMA: Flavor and Extract Manufacturers Association.
FiVe-A: Fisiologia Vegetal Aplicada.

FTIR: Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier.
GAE: equivalentes de 4cido galico

GC-MS: Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas.
GC-TOF: Cromatografia de Gases con analizador del tiempo de vuelo.
GRAS: Generally Regarded as Safe

HDL.: Lipoproteinas de alta densidad.

ICTS: Instalacion Cientifico Tecnologica Singular.



IPBES: Plataforma Intergubernamental Cientifico-normativa sobre
Diversidad Bioldgica y Servicios de los Ecosistemas.

IUPAC: Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada.

JECFA: Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (Comité
Mixto FAO-OMS de Expertos sobre Aditivos Alimentarios).

M: Molar.

ML: Mentha longifolia L.

MP: Mentha piperita L

MIP: Manejo integrado de plagas.

MLEO: Aceite esencial de Mentha longifolia L.
NaCl: Cloruro sodico.

nm: nanémetro

nM: Nanomolar.

NPs: Nanoparticulas.

NRPs: Péptidos no ribosomales.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
PDA: Patata Dextrosa Agar.

ROS: Especies reactivas de oxigeno.

rpm: revoluciones por minuto.

RT: Rutina

SEM: Microscopia electronica de barrido
SIGPAC: Sistema de ldentificacion Geografica de Parcelas Agricolas.
SPB: banda de plasmon superficial.

TEM: Microscopia electronica de transmision.
Trh: Trichoderma harzianum

TRPM: Receptores de Potencial Transitorio.

UV-Vis: Ultravioleta visible.
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Figura 29. Contenido de flavonoides en plantas control (C) y tratadas

con NaCl y Trichoderma harzianum (Trh) de M. piperita L. (MP) y M.

longifolia L. (ML).

Figura 30. Infusiones de M. piperita L. (MP) y M. longifolia L. (ML).

Figura 31. Aceitunas recolectadas del arbol y puestas en frascos meli

con las infusiones de M. piperita L. (MP) y M. longifolia L. (ML) y
control con agua e indculo del patogeno Colletotrichum
gloeosporioides.

Figura 32. Porcentaje de aceitunas con afectacion morfoldgica de las

sometidas a diferentes infusiones (M. piperita L. (MP); M. longifolia L.

(ML) y control con agua.

Figura 33. Aceitunas sometidas a diferentes tratamientos con

infusiones del género Mentha e inéculo del patégeno Colletotrichum
gloeosporioides tras cuatro semanas: A) se observa la pérdida de
coloracion, especialmente en los tratamientos control y M. piperita L.;
B) Aceitunas del tratamiento control donde se aprecian manchas
blancas; C) Aceitunas del tratamiento con la infusion de M. longifolia L.

Figura 34. Porcentaje de aceitunas con micelio fungico de las
sometidas a diferentes infusiones (M. piperita L. (MP); M. longifolia L.
(ML) y control con agua.

Figura 35. Aspecto de las aceitunas de los diferentes tratamientos con
las infusiones de plantas del género Mentha e in6culo del patdégeno
Colletotrichum gloeosporioides después de una semana post-
tratamiento: A) tratamiento control con agua, B) tratamiento con M.
piperita L. y C) tratamiento con M. longifolia L.

Figura 36. A) Placas de PDA inoculadas con 1 ml de infusion de
diferentes especies de Mentha (M.L: M. longifolia; M.P: M. piperita) y
el control con agua, después del tratamiento de un mes con aceitunas e
indculo del patdégeno Colletotrichum gloeosporoides. B y C) detalle del
anverso de dos de las placas en los que se aprecia el color caracteristico

del micelio de C. gloeosporioides.
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Figura 37. Aceite de oliva obtenido de aceitunas tratadas con infusion
de M. longifolia L. e inoculacién con Colletotrichum gloeosporioides
durante cuatro semanas.

Figura 38. Botes Meli con las infusiones filtroesterilizadas y tres discos
micelares del hongo Colletotrichum gloeosporioides, y nueve aceitunas
encima de una rejilla de plastico.

Figura 39. Aceitunas inoculadas con C. gloeosporioides y sometidas a
tratamiento con compuestos organicos volatiles del extracto acuoso (T€)
de M. piperita L. a) tratamiento control; b) plantas tratadas con T.
harzianum y c) plantas tratadas con NaCl, tras una semana de
tratamiento.

Figura 40. Aceitunas inoculadas con C. gloeosporoides y sometidas a
tratamiento con compuestos organicos volatiles del extracto acuoso (Té)
de M. longifolia L.: a) tratamiento control; b) plantas tratadas con T.
harzianum y c) plantas tratadas con NaCl, tras una semana de
tratamiento.

Figura 41. Aceitunas inoculadas con C. gloeosporioides y sometidas a
tratamiento con compuestos organicos volatiles del extracto acuoso (T€)
de M. piperita L. de plantas sin tratamiento de elicitacion, tras un mes
de tratamiento.

Figura 42. Aceitunas inoculadas con C. gloeosporioides y sometidas a
tratamiento con compuestos organicos volatiles del extracto acuoso (Té€)
de M. piperita L.(a) y M. longifolia L. (b). Se incluyen los tratamientos
control; plantas tratadas con T. harzianum y plantas tratadas con NaCl.
Tras cuatro meses de tratamiento.

Figura 43. Aspecto de las aceitunas de los diferentes tratamientos con
las infusiones de plantas del género Mentha e indculo del patdégeno
Colletotrichum gloeosporioides después de cuatro meses post-
tratamiento.: M. piperita L. (MP); M. longifolia L. (ML); Trichoderma:
plantas elicitadas con T. harzianum; NaCl: plantas elicitadas con NaCl.
Figura 44. a) Placas de PDA con un fragmento de aceituna después del
tratamiento con los volatiles de infusiones de M. longifolia L. (ML), de

tratamientos control, T. harzianum y NaCl en planta, y el patdgeno
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Colletotrichum gloeosporioides. b) Placas de PDA con un fragmento de
aceituna después del tratamiento con los volatiles de infusiones de M.
piperita L. (MP), de tratamientos control, T. harzianum y NaCl en
planta, y el patdgeno Colletotrichum gloeosporioides. ¢) Placas de PDA
con un fragmento de aceituna después del tratamiento con los volatiles
de infusiones de M. longifolia L. (ML), de tratamientos control y T.
harzianum en planta, y el patdgeno Colletotrichum gloeosporioides. d)
Placas de PDA con un fragmento de aceituna después del tratamiento
con los volatiles de infusiones de M. longifolia L. (ML) y M. piperita
L. (MP) de tratamientos con T. harzianum en planta, y el patdgeno
Colletotrichum gloeosporioides.

Figura 45. Antioxidantes naturales no enzimaticos presentes en plantas
y utilizados en esta tesis doctoral.

Figura 46. Proceso de obtencidn de extractos vegetales a partir de
hojas de Mentha sp.

Figura 47. Proceso de sintesis verde de nanoparticulas metalicas a
partir de un extracto vegetal de hojas de Mentha sp. utilizando nitrato
de plata como precursor.

Figura 48. Extractos acuosos y hojas secas de a) Mentha longifolia L.
y b) Mentha piperita L.

Figura 49. Extractos acuosos de Mentha piperita L. y M. longifolia L.
con nitrato de plata, a diferentes concentraciones (de izquierda a
derecha: 0, 1, 5, 10, 100 y 200 mM). (a) a tiempo 0; (b) a 1 hora; (c) a
24 horas y (d) a 1 semana.

Figura 50. Nanoparticulas de plata obtenidas por sintesis verde a partir
de extracto acuoso de hoja de a) Mentha piperita L. y b) Mentha
longifolia L. con nitrato de plata a diferentes concentraciones tras ser
retiradas de los tubos de ensayo (de izquierda a derecha: 200, 100, 10,
5 1y0mM).

Figura 51. Espectro UV-Visible del nitrato de plata (a) y las
nanoparticulas de plata en suspension formadas por la reaccion del
extracto acuoso de (b) Mentha piperita L. y (c) Mentha longifolia L. con

nitrato de plata a concentracion 100 mM.
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Figura 52. Analisis de nanoparticulas de plata sintetizadas a partir del
extracto acuoso de Mentha piperita L. A) Micrografia de TEM de
nanoparticulas de plata antes del tratamiento con cianuro. B) EDS
(espectroscopia de rayos X de dispersion de energia) de las AgNPs. C)
y D) micrografias de TEM de nanoparticulas de plata después del
tratamiento con cianuro. E) Perfil DRX de las AgNPs obtenidas por la
reaccion del extracto acuoso de Mentha piperita L. con AgNOsa.

Figura 53. Analisis de nanoparticulas de plata sintetizadas a partir del
extracto acuoso de Mentha longifolia L. A) Micrografia de TEM de
nanoparticulas de plata antes del tratamiento con cianuro. B) EDS
(espectroscopia de rayos X de dispersion de energia) de las AgNPs. C)
y D) micrografias de TEM de nanoparticulas de plata después del
tratamiento con cianuro. E) Perfil DRX de las AgNPs obtenidas por la
reaccion del extracto acuoso de Mentha longifolia L. con AgNOa.
Figura 54. Cambio de color tras la adicion de diferentes antioxidantes
de origen vegetal a una solucion de nitrato de plata 2 M. (A) Inicio
(tiempo 0); (B) después de 5 h de incubacion a 40 °C en la oscuridad.
Los nameros identifican los diferentes antioxidantes utilizados: 1 =
quercetina; 2 = B-caroteno; 3 = &cido galico; 4 = &cido ascérbico; 5 =
acido hidroxibenzoico; 6 = 4&cido cafeico; 7 = catequina; 8 =
escopoletina; y 9 = control (sin antioxidante afiadido).

Figura55. Andlisis de nanoparticulas de plata sintetizadas por
quercetina (AgNP). (A-C) iméagenes de AgNP obtenidas por
microscopia electronica de transmision (TEM). (A) Estructuras
parecidas a micelas. (B) Detalle de estructura micelar. (C) Detalle de
vesiculas ubicadas entre las nanoparticulas de plata. (D-F) Iméagenes
TEM de AgNP después de la adicion de cianuro. (D) estructura en forma
de varilla. (E) Detalle de filamento que muestra la agregacién de las
nanoparticulas. (F) Detalle de estructuras en forma de varillas con su
tamaro diametro y comparacion con el tamarfio de las nanoparticulas. (G)
Espectro infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) de
nanoparticulas derivadas de quercetina. (H) Espectro FTIR de

quercetina. (1) Espectros de AgNP visibles en ultravioleta (UV)

214

215

217

222

14



preparados con quercetina y AgNOs antes (linea azul) y después (linea

naranja) de la adicion de cianuro. (J) Perfil de difraccion de rayos X
(DRX) de AgNPs obtenido por reaccion de quercetina con AgNOs (se
ha insertado una tabla de identificacién). Los picos que identifican la
presencia de 0xidos de plata se han indicado en el difractograma DRX.

Figura 56. Analisis de las nanoparticulas de plata sintetizadas con f-

caroteno. (A-D) imagenes de AgNP obtenidas por TEM. (A,B)
Nanoparticula triangular bajo dos angulos de iluminacién, que permite
observar su volumen. (C) Formas poliédricas (indicadas por la flecha
hueca) y formas triangulares con vértices truncados (indicadas por la
flecha negra). (D) AgNP poliédricos amorfos después del tratamiento
con cianuro. (E) Espectro infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)
de nanoparticulas derivadas de B-caroteno. (F) Espectro FTIR de B-
caroteno. (G) Espectros de AgNP visibles en ultravioleta (UV)
preparados con B-caroteno y AgNOs antes (linea negra) y después (linea
gris) de la adicion de cianuro. (H) Perfiles de difraccion de rayos X
(DRX) de las AgNP obtenidas por la reaccién de B-caroteno con AgNOs;
en el recuadro, la tabla con las identificaciones. Los picos que identifican

la presencia de éxidos de plata se han indicado en el difractograma DRX.

Figura 57. Andlisis de nanoparticulas de plata sintetizadas con acido
galico. (A) Imagen TEM de AgNP. (B, C) Imagenes TEM de AgNP
después del tratamiento con cianuro. (B) Agregacion de nanoparticulas
antes de la Figura C. (D) Sintesis de nanoparticulas de plata por reaccion
de diferentes AgNO3z concentraciones con &cido galico durante 5 h (en
intervalos de una hora). (E,F) Espectros FTIR de nanoparticulas
derivadas del acido gélico (E) y acido galico (F). (G) Aumento relativo
de DO después de la adicion de cianuro a nanoparticulas de plata. (H)
Difractograma DRX de los AgNPs obtenidos por reaccion del acido
galico con AgNOsg; en el recuadro, la tabla con las identificaciones. Los
picos que identifican la presencia de o0xidos de plata se han indicado en
el difractograma DRX.
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Figura 58. Andlisis de nanoparticulas de plata sintetizadas con acido
ascorbico. (A) Imagen TEM de AgNP. (B) imagen de AgNP después del
tratamiento con cianuro. (C-E) Sintesis de nanoparticulas de plata por
reaccion de diferentes concentraciones de AgNO3z con &cido ascérbico
durante 5 h (en intervalos de una hora). (C) Maximo a una longitud de
onda de 402 nm (nanoparticulas de 20 nm de diametro). (D) Maximo a
una longitud de onda de 421 nm (nanoparticulas de 50 nm de diametro).
(E) Maximo a una longitud de onda de 467 nm (nanoparticulas de 80 nm
de didmetro). (F) disminucion de la DO después de la adicion de cianuro
a nanoparticulas de plata. (G) Espectro infrarrojo por transformada de
Fourier (FTIR) de nanoparticulas derivadas del acido ascérbico. (H)
Espectro FTIR del acido ascorbico. (I) Reaccién redox del acido
ascorbico al acido deshidroascorbico y efecto de la adicién de cianuro.
(J) Difractograma DRX de los AgNPs obtenidos por reaccion del acido
ascorbico con AgNOs; en el recuadro, la tabla con las identificaciones.
Los picos que identifican la presencia de 6xidos de plata se han indicado
en el difractograma DRX.

Figura 59. Andlisis de nanoparticulas de plata sintetizadas con acido
hidroxibenzoico. (A) Imagen TEM de las AgNP antes del tratamiento
con cianuro. (B) imagen de AgNP después del tratamiento con cianuro.
(C,D) Sintesis de nanoparticulas de plata por reaccion de diferentes
AgNOs concentraciones con &cido hidroxibenzoico durante 5 h (en
intervalos de una hora). (C) Maximo a una longitud de onda de 421 nm
(nanoparticulas de 50 nm de didmetro). (D) Maximo a una longitud de
onda de 467 nm (nanoparticulas de 80 nm de diametro). (E) Espectro
FTIR de nanoparticulas derivadas del acido hidroxibenzoico. (F)
Espectro FTIR del acido hidroxibenzoico. (G) Reduccion relativa de la
DO después de la adicion de cianuro a nanoparticulas de plata. (H):
Perfil DRX de los AgNP obtenidos por la reaccion del é&cido
hidroxibenzoico con AgNOs; en el recuadro, la tabla con las
identificaciones. Los picos que identifican la presencia de oxidos de
plata se han indicado en el difractograma DRX.
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Figura 60. Analisis de nanoparticulas de plata sintetizadas con acido
cafeico. (A) Imagen TEM de los AgNP antes del tratamiento con
cianuro. (B) Imagen TEM de los AgNP después del tratamiento con
cianuro. (C,D) Esquema 3. Concentraciones con acido cafeico durante
5 h (en intervalos de una hora). C: maximo a una longitud de onda de
421 nm (nanoparticulas de 50 nm de didmetro). (D) maximo a una
longitud de onda de 467 nm (nanoparticulas de 80 nm de diametro).
(E,F) Espectros FTIR de nanoparticulas derivadas del acido cafeico (E)
y &cido cafeico (F). (G) Disminucidon de la DO después de la adicion de
cianuro a nanoparticulas de plata. (H) Perfil DRX de los AgNP
obtenidos por la reaccién del acido cafeico con AgNOs; en el recuadro,
la tabla con las identificaciones. Los picos que identifican la presencia
de 6xidos de plata se han indicado en el difractograma DRX.

Figura 61. Andlisis de nanoparticulas de plata sintetizadas por
catequinas. (A) Imagen TEM de las AgNP pentagonales (flecha sélida)
y poliédricos (flecha hueca) antes del tratamiento con cianuro. (B)
Imagen TEM de los AgNP después del tratamiento con cianuro. (C-E)
Sintesis de nanoparticulas de plata por reaccion de AgNOs con
diferentes concentraciones con catequina durante 5 h (en intervalos de
una hora). (C) Méximo a una longitud de onda de 402 nm
(nanoparticulas de 20 nm de didametro); (D) 421 nm (nanoparticulas de
50 nm de diametro) y (E) maximo a una longitud de onda de 467 nm
(nanoparticulas de 80 nm de diametro). (F) Aumento relativo de DO
después de la adicién de cianuro a nanoparticulas de plata. (G,H)
Espectros FTIR de nanoparticulas derivadas de catequinas (G) y
catequina (H). (I) Reaccién de sintesis de nanoparticulas de plata con
catequina mediada por formacion de semiquinonas y quinonas. (J) Perfil
DRX de las AgNP obtenidas por la reaccion de la catequina con AgNOs;
en el recuadro, latabla con las identificaciones. Los picos que identifican

la presencia de Oxidos de plata se han indicado en el difractograma DRX.

Figura 62. Analisis de las nanoparticulas de plata sintetizadas con

escopoletina. (A) Imagen TEM de las AgNP antes del tratamiento con
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cianuro. (B) Imagen TEM de las AgNP después del tratamiento con
cianuro. (C) Sintesis de nanoparticulas de plata por reaccion de
diferentes AgNOs concentraciones con escopoletina durante 5 h (en
intervalos de una hora). Maximo a 440 nm de longitud de onda
(nanoparticulas de 70 nm de didmetro). (D) Detalle de agregacion de
nanoparticulas, con forma cookie-like. (E,F) Espectros FTIR de
nanoparticulas derivadas de escopoletina (E) y escopoletina (F). (G)
Disminucion de la DO después de la adicion de cianuro a nanoparticulas
de plata. (H) Perfil RXD de AgNPs obtenido por reaccion de
escopoletina con AgNOs; en el recudro, la tabla con las identificaciones.
Los picos que identifican la presencia de 6xidos de plata se han indicado
en el difractograma DRX.

Figura 63. Objetivos generales de la estrategia “de la granja a la mesa”
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RESUMEN

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE Mentha longifolia L. Y SUS
APLICACIONES.

Introduccion

Mentha longifolia L. tiene una amplia distribucion geografica que puede
considerarse un signo de adaptabilidad que se refleja en la existencia de
diferentes quimiotipos. Ademas de sus usos tradicionales se podrian explorar

otras alternativas.

Objetivos y resultados

El material vegetal es un quimiotipo de M. longifolia L. de Arabia Saudita 'y

el objetivo principal es analizar sus posibles usos alternativos.

Para alcanzar este objetivo se va a analizar la capacidad antioxidante del
extracto acuoso (Té) de M. longifolia L. Ademas, se realizara el analisis de
su composicién fitoquimica para identificar los diferentes metabolitos

implicados en su capacidad antioxidante.

Entre los objetivos parciales se encuentran:

- Incrementar la concentracién de algunos fitoquimicos mediante la
elicitacion tanto bidtica como abidtica en el cultivo de las plantas de
M. longifolia L.

- Estudiar el posible uso del té de M. longifolia L. en el control bioldgico

del hongo fitopatdgeno responsable de la antracnosis del olivo, C.
23



gloesporioides.
- Estudiar el posible uso del té de M. longifolia L. en la sintesis verde

de nanoparticulas de plata.

Con el fin de alcanzar estos objetivos, la tesis doctoral se estructura en tres

capitulos.

En el Capitulo 1 se ha analizado la capacidad antioxidante de Mentha
longifolia L. y se ha realizado un analisis de los diferentes componentes que
podrian estar implicados en la misma. Todos los resultados se han analizado

de forma comparativa con otra especie de menta, M. piperita L.

La muestra de M. longifolia L. mostro menor capacidad antioxidante que la
muestra de M. piperita L. Se realizé un analisis preliminar de componentes
mediante el espectro UV-Vis y diversos test fitoquimicos, detectandose la
presencia de compuestos fendlicos y, en concreto, de flavonoides. El
contenido en compuestos fendlicos de la muestra de M. longifolia L. fue
inferior al detectado en la muestra de M. piperita L. Sin embargo, si se valord
una mayor cantidad de flavonoides. El analisis mediante GC-MS mostro una
mayor presencia de 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-4H-pyran-4-ona
(DDMP), fenilacetaldehido y mentofuranona. EI DDMP estaria implicado en
la capacidad antioxidante, mientras que la mentofuranona y el

fenilacetaldehido tendrian actividades antifungicas.

A partir de estos resultados se han establecido dos hipotesis para los posibles
usos del té de M. longifolia L.: el control de fitopatdgenos y la sintesis de

nanoparticulas.

En el Capitulo 2 se ha estudiado el control de fitopatogenos mediante el
24



analisis del efecto del extracto acuoso de M. longifolia L. contra la antracnosis
del olivo, (la enfermedad més importante que afecta a la aceituna), provocada

por C. gloeosporioides.

La efectividad de los tratamientos de control de patdgenos depende
fundamentalmente de los metabolitos presentes en los extractos y la
elicitacion permite incrementar su concentracion. Se llevé a cabo la elicitacion
de la produccion de metabolitos secundarios en las plantas de M. longifolia
L. y M. piperita L. mediante dos tipos de elicitores: abiotico (NaCl) y
biotico (Trichoderma harzianum). Los sintomas de la enfermedad se
redujeron cuando las aceitunas se sumergieron en el té, pero los resultados
mas prometedores se han logrado mediante el tratamiento con los volatiles
del té de plantas de M. longifolia L. que habian sido sometidas al tratamiento
de elicitacién biético con T. harzianum. Se han detectado 13 componentes
en este extracto acuoso mediante el analisis de GC-MS. Los mayoritarios
fueron p- cymen-2-ol, 1.2 epoxy-p-menthan-3-one, 2-pinen-4-one y mento
furanona. Los resultados apoyan el potencial uso de este té como método de
biocontrol del patégeno responsable de la antracnosis del olivo en

postcosecha.

En el Capitulo 3 se analiza la sintesis verde de nanoparticulas de plata
mediante el extracto acuoso de M. longifolia L. La sintesis verde de
nanoparticulas metalicas se produce por reduccion de la sal del metal
correspondiente y depende del extracto utilizado, ya que seran formadas y
estabilizadas por diferentes compuestos presentes en dicho extracto.

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) sintetizadas con el extracto de M.
longifolia L. tienen forma ovalada-esférica, con un tamafio medio de 42 nm
en una concentracién 3.61 nM. La diferencia en los metabolitos del extracto
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asociados a las nanoparticulas con respecto a las nanoparticulas sintetizadas
con M. piperita L. se ha determinado mediante FTIR por la presencia de CH,
adsorbido. La reactividad de las nanoparticulas con cianuro (CN) se visualiza
en las imagenes de TEM por la presencia de estructuras con forma de hoja de
helecho y filamentos. Las AgNps sintetizadas con el extracto de M. piperita
L. tienen forma ovalada-semiesférica, con un tamafio medio de 27 nm en una
concentracion 3.85 nM. La reactividad de las nanoparticulas con CN se
visualiza en las imagenes de TEM por la presencia de estructuras espinosas

tridimensionales.

Para determinar los metabolitos de los extractos acuosos que han participado
en la sintesis de las AgNPs, se ha comprobado que los principales
antioxidantes presentes en los extractos de plantas (quercetina, B-caroteno,
acido galico, &cido ascorbico, acido hidroxibenzoico, &cido cafeico, catequina
y escopoletina) son capaces de sintetizar nanoparticulas de plata cuando
reaccionan con una solucion de AgNOs. Las nanoparticulas sintetizadas con
los acidos ascorbico, hidroxibenzoico, cafeico y galico y escopoletina son
esféricas. Las nanoparticulas sintetizadas con quercetina se agrupan para
formar estructuras micelares. Las nanoparticulas sintetizadas por [-caroteno,
presentan formas triangulares y poliédricas con esquinas truncadas. Se
sintetizaron nanoparticulas pentagonales con catequina. La FTIR ha
mostrado que las biomoléculas recubren las nanoparticulas de plata
sintetizadas. EI DRX mostrd la presencia de plata, AgO, Ag.0, Ags0,4 y
Ag,03. Como consecuencia de la reactividad de las nanopaticulas de plata
con el cianuro se obtuvieron estructuras en forma de varilla con quercetina y
acido galico y estructuras cookie-like en las nanoparticulas obtenidas con
escopoletina.
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Conclusiones

En conclusidn, el extracto acuoso de M. longifolia L. posee una composicion
quimica en metabolitos secundarios que puede ademas incrementarse
mediante la elicitacion con T. harzianum lo que favorece su uso como agente
antifangico. La eficacia de los volatiles de M. longifolia L. ha sido demostrada
contra C. gloesosporioides. Ademas, se ha demostrado otro posible uso
alternativo a los tradicionales para M. longifolia L., la sintesis verde de

nanoparticulas metalicas.
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ABSTRACT

Introduction

Mentha longifolia L. has a wide geographic distribution that can be onsidered
a sign of adaptability that is reflected in the existence of different hemotypes.

In addition to its traditional uses, other alternative uses could be explored.

Objectives and results

The plant material is a chemotype of M. longifolia L. from Saudi Arabia and

the main objective is to analyze its possible alternative uses.

To achieve this objective, the antioxidant capacity of the aqueous extract (Tea)
of M. longifolia L. will be analyzed. In addition, its phytochemical
composition will be analyzed to identify the different metabolites involved in

its antioxidant capacity.

Among the partial objectives of the work are:
- Increase the concentration of some phytochemicals through both
biotic and abiotic elicitation in the cultivation of M. longifolia L. plants.

- Study the possible use of M. longifolia L. tea in the biological control
of the phytopathogenic fungus responsible for the anthracnose of the

olive tree, C. gloesporioides.

- Study the possible use of M. longifolia L. tea in the green synthesis of

silver nanoparticles.
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In order to achieve these objectives, this doctoral Thesis is divided into three

chapters.

In Chapter 1 the antioxidant capacity of Mentha longifolia L. has been
analyzed and an analysis of the different components that could be involved
in it has been carried out. All the results have been analyzed comparatively

with another species of mint, M. piperita L.

The M. longifolia L. sample showed lower antioxidant capacity than the M.
piperita L. sample. A preliminary analysis of components was carried out
using the UV-Vis spectrum and various phytochemical tests, detecting the
presence of phenolic compounds and, specifically, of flavonoids. The content
of phenolic compounds in the M. longifolia L. sample was lower than that
detected in the M. piperita L. sample, however, a higher amount of flavonoids
was assessed. GC-MS analysis showed a higher presence of 2,3-dihydro-3,5-
dihydroxy-6-methyl-4H-pyran-4-one (DDMP), phenylacetaldehyde and
mentofuranone. DDMP would be involved in antioxidant capacity, while

mentofuranone and phenylacetaldehyde would have antifungal activities.

From these results, two hypotheses have been established for the possible uses
of M. longifolia L. tea: the control of phytopathogens and the synthesis of

nanoparticles.

In Chapter 2 the control of phytopathogens was studied by analyzing the
effect of the aqueous extract of M. longifolia L. against anthracnose of the
olive tree, (the most important disease that affects olives), caused by C.

gloeosporioides.
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The effectiveness of pathogen control treatments depends fundamentally on
the metabolites present in the extracts and elicitation allows to increase their
concentration. The elicitation of the production of secondary metabolites was
carried out in the plants of M. longifolia L. and M. piperita L. by means of
two types of elicitors: abiotic (NaCl) and biotic (Trichoderma harzianum).
Symptoms of the disease were reduced when olives were soaked in tea but
the most promising results have been achieved by treatment with the volatiles
of tea from M. longifolia L. plants that had undergone biotic elicitation
treatment with T. harzianum. 13 components have been detected in this
aqueous extract by GC-MS analysis. The majority were p-cymen-2-ol, 1.2
epoxy-p-menthan-3-one, 2-pinen-4-one and mentho furanone. The results
support the potential use of this tea as a method of biocontrol of the pathogen

responsible for postharvest olive anthracnose.

In Chapter 3 the green synthesis of silver nanoparticles is analyzed by means
of the aqueous extract of M. longifolia L. The green synthesis of metallic
nanoparticles by reduction of the corresponding metal salt depends on the
extract used, since they will be formed and stabilized by different compounds

present in said extract.

The AgNPs synthesized with the extract of M. longifolia L. have an oval-
spherical shape, with a mean size of 42 nm at a concentration of 3.61 nM. The
difference in the metabolites of the extract associated with the nanoparticles
with respect to the nanoparticles synthesized with M. piperita L. has been
determined by FTIR by the presence of adsorbed CH,. The reactivity of the
nanoparticles with CN is visualized in the TEM images by the presence of
fern-leaf-shaped structures and filaments. The AgNps synthesized with the

M. piperita L. extract have an oval-hemispherical shape, with a mean size of
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27 nm at a 3.85 nM concentration. The reactivity of the nanoparticles with
CN is visualized in the TEM images by the presence of three-dimensional

spiny structures.

To determine the metabolites of the aqueous extracts that have participated in
the synthesis of AgNPs, it has been found that the main antioxidants present
in plant extracts (quercetin, [-carotene, gallic acid, ascorbic acid,
hydroxybenzoic acid, caffeic acid, catechin and scopoletin) are capable of
synthesizing silver nanoparticles when they react with a solution of AgNO:s.
The nanoparticles synthesized with ascorbic, hydroxybenzoic, caffeic and
gallic acids and scopoletin are spherical. Quercetin-synthesized nanoparticles
clump together to form micellar structures. Nanoparticles synthesized by -
carotene, present triangular and polyhedral shapes with truncated corners.
Pentagonal nanoparticles were synthesized with catechin. FTIR has shown
that biomolecules coat the synthesized silver nanoparticles. The XRD showed
the presence of silver, AgO, Ag.0, AgsO, and Ag,Os. As a consequence of
the reactivity of the silver nanoparticles with cyanide, rod-shaped structures
were obtained with quercetin and gallic acid and cookie-like structures in the

nanoparticles obtained with scopoletin.

Conclusions

In conclusion, the aqueous extract of M. longifolia L. has a chemical
composition in secondary metabolites that can also be increased by elicitation
with T. harzianum, which favors its use as an antifungal agent. The efficacy
of the volatiles of M. longifolia L. has been demonstrated against C.
gloesosporioides. In addition, another possible alternative use to the
traditional ones has been demonstrated for M. longifolia L., the green

synthesis of metallic nanoparticles.
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INTRODUCCION GENERAL

La IPBES (Plataforma Intergubernamental Cientifico-normativa sobre
Diversidad Bioldgica y Servicios de los Ecosistemas), en su informe plenario
de 2018, sefiala que “La degradacion de la superficie terrestre a causa de las
actividades humanas afecta negativamente al bienestar de al menos 3.200
millones de personas, empuja al planeta hacia la extincién en masa de una
sexta parte de las especies, y tiene un coste de méas del 10% del producto
anual bruto mundial en pérdidas de diversidad bioldgica y de servicios de los

ecosistemas”.

La creciente demanda de alimentos, piensos, combustibles, fibras y todo tipo
de materiales sin disminuir el agotamiento de los recursos y la degradacion
de los ecosistemas, requiere la adopcion de una gestion mas sostenible. Los
esfuerzos deben orientarse hacia la disminucion de los costos de los insumos
(materias primas y energia), asi como de la dependencia de productos
quimicos cuyo uso indebido puede suponer un riesgo para la salud humana
y el medio ambiente. En este sentido se pueden utilizar gran variedad de
plantas para producir extractos naturales. La ventaja de la biomasa vegetal
es su bajo costo de produccion y la facil conversion de esta biomasa vegetal
en extractos que muestran accion como bioplaguicidas (Godlewska et al.,

2021) y en la sintesis verde de nanoparticulas.

La sintesis verde de nanoparticulas tiene muchas aplicaciones potenciales y
una ventaja en relacion con la sostenibilidad, frente a otras tecnologias, que
es la reduccion del uso de productos quimicos téxicos y una importante
reduccion en el gasto energético para la produccién de las nanoparticulas
(Jadoun et al., 2021).
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Las plantas constituyen un componente importante de los alimentos y
desempefian un papel clave en la salud y la estabilidad climatica. Desde el
inicio de la historia de la vida, las plantas han sido una fuente principal de
tratamientos Utiles frente a diferentes dolencias y enfermedades. Segun una
estimacion, en la actualidad se han reportado aproximadamente 4.220.000
especies de plantas de todo el mundo, entre las cuales, mas de 35.000 especies
se utilizan con fines terapéuticos y 20.000 son comestibles y consumidas por
el 90% de la poblacion (Hasan et al., 2007). Las plantas aromaticas y/o
medicinales se han utilizado durante muchos afos en todo el mundo en el
procesamiento de alimentos como potenciadores del sabor y conservantes
(Reichling et al., 2009). En la actualidad, la tendencia a preferir los alimentos
minimamente procesados (Nieto et al., 2010) ha generado una corriente de
consumo hacia la sustitucion o el desuso de los conservantes sintéticos y a un
aumento en el uso de conservantes naturales en los alimentos (Doyle y
Erickson, 2008). Desde la antigliedad se han utilizado las especias y sus
derivados procedentes de diferentes familias de plantas como aromatizantes
en los alimentos. Especialmente, los miembros de la familia Lamiaceae son
conocidos por estas propiedades (Fakir et al., 2015). Esta familia engloba
importantes plantas aromaticas utilizadas en la medicina tradicional y
modernay en las industrias alimentaria y farmacéutica (Nieto, 2017). Muchas
de sus especies se usan como condimentos (Origanum, Thymus, Mentha),
para obtener aceites esenciales (Lavandula, Pogostemon, Salvia) y/o como

ornamentales (Coleus, Salvia, Scutellaria).

La familia Lamiaceae (Labiatae) presenta una distribucion cosmopolita que
incluye 236 géneros y 7.200 especies en todo el mundo. Las especies de esta
familia crecen en multiples tipos de habitats como prados humedos, bordes
de carreteras y areas urbanas (Baser et al. 1999) y a diversas altitudes (Khalik,
2016). El centro de la diversidad de esta familia, Lamiaceae, es Asia Central y

regiones mediterraneas donde se localizan una gran diversidad de taxones
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(Perveen y Qaiser, 2004).

La familia Lamiaceae es una de las familias méas diversas de la Peninsula
Ibérica, incluyendo alrededor de 300 taxones. Muchos de sus géneros tienen
sus centros genéticos en esta region Circum-Mediterranea. Ademas de estas
areas fitogeograficas, otras regiones del mundo como Afganistan, Etiopia,
India, Irdn, Nepal, Somalia, Sudan, Egipto y la Peninsula Arabiga también
albergan géneros importantes de la familia Lamiaceae como Nepeta,
Eremostachys y Salvia (Naghibi et al., 2005). Arabia Saudi tiene una gran
superficie de tierra arida que cubre una parte significativa de la Peninsula
Arabiga (Alsherif, 2019) donde se distinguen varios ecosistemas que varian
en la diversidad de especies vegetales, plantas de cultivo, medicinales y
vegetacion xerofitica (Khalik et al. 2017). Arabia Saudi estd dotada de una
amplia variedad de flora, alrededor de 2.250 especies (Alsherif, 2019), que
incluye muchas hierbas, arbustos y arboles medicinales que se estima que
pueden suponer mas de 1.200 especies (mas del 50% del total) (Mossa et al.,
1987). La familia Lamiaceae esta representada en la flora de Arabia Saudi
con 76 especies de las cuales 23 son consideradas plantas medicinales
(Rahman et al., 2004).

1. El género Mentha

La familia Lamiaceae se compone de unos 186 géneros y unas 5600 especies
distribuidas por las regiones calidas y templadas de todo el mundo. Los
géneros con mayor nimero de especies son: Salvia (900), Scutellaria (360),
Stachys y Plectranthus L Hér. (300), Hyptis Jacg. (280), Teucrium (250),
Thymus (220), Nepeta (200) y Sideritis (140). Los 13 géneros mas diversos

de la familia comprenden unas 3.350 especies, mas de la mitad del total
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(Morales et al., 2010). Las especies de esta familia son fundamentalmente
hierbas y arbustos, muy aromaticos y ricos en principios activos, por lo que
son muy valoradas en la medicina natural y en la farmacopea. Entre los

géneros mas significativos se encuentra Mentha.

El género Mentha L. (subfam. Nepetoideae, tribu Mentheae), originario de
las regiones templadas de Europa y Asia, se encuentra distribuido en los 5
continentes (Harley y Brighton, 1977; Gobert et al., 2002). Su taxonomia es
complicada dada la alta frecuencia de hibridacion, la cantidad de especies
poliploides y la gradual variacion morfologica, tanto intra como
interespecifica; ello se agudiza aun mas en los hibridos ya que algunas de las
poblaciones presentan caracteres predominantes de uno u otro progenitor
(Harley y Brighton, 1977; Mabberley, 2017). Hasta el momento se han
publicado unos 900 binomios, de los que se reconocen alrededor de 25

especies y varios hibridos (Harley y Brighton, 1977; Mabberley, 2017).

El género Mentha consta de 42 especies y 15 hibridos, con cientos de
subespecies y cultivares diseminadas por todo el mundo entre los que
destacan: Mentha alaica Boriss., Mentha aquatica L., Mentha arvensis L.,
Mentha australis R.Br., Mentha canadensis L., Mentha % carinthiaca Host,
Mentha cervina L., Mentha cunninghamii (Benth.) Benth., Mentha dahurica
Fisch. ex Benth., Mentha x dalmatica Tausch, Mentha darvasica Boriss.,
Mentha diemenica Spreng., Mentha x dumetorum Schult., Mentha gattefossei
Maire, Mentha x gayeri Trautm., Mentha x gentilis L., Mentha grandiflora
Benth., Mentha japonica (Mig.) Makino, Mentha x kuemmerlei Trautm.,
Mentha laxiflora Benth., Mentha x locyana Borbéas, Mentha longifolia (L.)
L., Mentha x maximilianea F.W. Schultz, Mentha micrantha (Fisch. ex
Benth.) Heinr.Braun, Mentha pamiroalaica Boriss., Mentha x piperita L.,
Mentha pulegium L., Mentha x pyramidalis Ten., Mentha requienii Benth.,
Mentha x rotundifolia (L.) Huds., Mentha royleana Wall.
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ex Benth., Mentha saturejoides R.Br., Mentha x smithiana R.A. Graham,
Mentha spicata L., Mentha suaveolens Ehrh., Mentha x verticillata L., Mentha
x villosa Huds.

y Mentha x villosa-nervata Opiz.

(http://www.theplantlist.org/browse/A/Lamiaceae/Mentha/).

Existen muchas discrepancias entre los botanicos y especialistas a la hora de
asignar nombres a las mentas y por eso es frecuente encontrar una misma
especie, variedad o hibrido con diferentes nombres cientificos. A continuacion,
se presenta una tabla resumen de las distintas especies del género Mentha

(Tabla 1), donde se especifica su nombre cientifico y su nombre comun.

Tablal. Resumen de las distintas especies del género Mentha

NOMBRE COMUN
Menta acuatica
Menta blanca

Menta negra
Menta japonesa

ESPECIES SINONIMOS

Mentha aquatica L.

Mentha arvensis L.

Mentha citrata L.

Mentha piperita L. var.
Citrata

Bergamota

Mentha longifolia L.

Menta silvestre
Menta borde

Mentha viridis L
Mentha nemorosa Willd.

Mentha pulegium L. Poleo
Mentha piperita L. Mentha x pipetita L. Menta
Mentha spicata L. Mentha sativa L Hierbabuena

Mentha x verticillata Sandalo

Menta verde
Menta romana

Mentha suaveolens L.

Mentha rotundifolia L.
Mentha spicata L. var.

Mastranzo
Menta de burro

rotundifolia

Las especies de menta se caracterizan por poseer estolones de amplia extension
que crecen tanto por debajo como por encima del suelo y tienen tallos erectos,
cuadrados y ramificados. Las hojas son de forma oblonga a lanceolada,
dispuestas en sentido opuesto, tienen bordes dentados y a menudo son suaves.
Puede haber una variedad de colores, que incluyen verde oscuro, verde grisaceo,
azul violeta y ocasionalmente amarillo palido. Las flores blancas o violetas se
producen en falsos verticilos. La corola tiene dos labios y cuatro I6bulos, siendo

el I6bulo superior generalmente el mas grande. La fruta es una capsula pequefia
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y seca gque contiene de una a cuatro semillas (Taneja y Chandra, 2012).

Entre todas las especies de Mentha se encuentran M. piperita L. y M.
longifolia L. El extracto de M. piperita L. se ha utilizado para proteger el
grano de maiz de Aspergillus flavus lograndose una inhibicién total del hongo
con una concentracion del 3-8% y sin efectos fitotdxicos (Montes- Belmont
y Carvajal, 1998). Por otra parte, también se ha evidenciado la actividad
biopesticida de M. longifolia L. (Al-Sarar et al. 2014).

2. Mentha longifolia L.: Descripcion de la especie

Sinénimos: M. spicata var. longifolia L.; M. sylvestris L.

Arabe: Habag, Habek, Habagq EI Maya, Habaq el ma,
Habag el-bahr, Nemdar, Na’oudh.

Inglés: Horse mint, wild mint.

Espariol: Hierba buena silvestre, hierba de las pulgas,

mastranzo fino, menta blanca, menta silvestre, poleo.

Mentha longifolia (L.) Huds.

Nale 7038 — oz - oG
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Identificacion taxondmica de la Mentha longifolia L.
* Reino: Plantae.

« Division: Magnoliophyta.

» Clase: Magnoliopsida.

* Orden: Labiales.

» Familia: Lamiaceae.

* Género: Mentha.

* Especie: Mentha longifolia L.

* Nombre comin: Menta.

Mentha longifolia L. es también conocida como menta salvaje o0 menta de
caballo y se encuentra en Africa, en Sudafrica, se reconocen tres subespecies
diferentes (Codd, 1983), en las regiones tropicales y templadas de Asia y
Europa (Taneja y Chandra, 2012).

Es una hierba perenne de rapido crecimiento que generalmente mide entre
0,5y 1 mde altura y puede alcanzar hasta 1,5 m. Las hojas son lanceoladas,
toscamente pilosas y escasamente dentadas en los bordes. Miden 45-100 mm
de largo y 7-20 mm de ancho y su color varia de verde claro y oscuro a gris.
Las pequefias flores se apifian en espigas en la punta de los tallos y varian de

blanco a malva durante los meses de invierno (Figura 1).
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Figura 1. Detalle de planta, hojas y flores de Mentha longifolia L.

M. longifolia crece en lugares humedos sobre cualquier sustrato, bordes de
cursos de agua o lagunas, en juncales, a veces en lugares nitrificados, como
cunetas o bordes de caminos, con frecuencia en lugares umbrios porque
necesita un suelo rico en nitrégeno y no tolera la luz solar directa. La planta
puede tolerar vientos fuertes, pero no la exposicion maritima. Se puede

encontrar desde los 440 m hasta los 2300 m de altitud.

Segun la monografia del género (Tucker y Naczi, 2007), su area de
distribucion natural es la mas grande entre las especies de Mentha silvestres,
cubriendo las regiones templadas y mediterraneas de Eurasia y Africa (Tucker
y Naczi, 2007; Sevindik et al., 2017; Sevindik, 2018).
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M. longifolia L. se distribuye por numerosas regiones del mundo como

Europa, la region mediterranea, Australia, Asia, América y Africa y crece

también ampliamente en Arabia Saudi (Figura 2).

Figura 2. Area de distribucion geografica de M. longifolia L. en el mundo y
en Arabia Saudita.

Fuente: https://www.discoverlife.org/20/q?search=Mentha+longifolia.
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Esta amplia distribucion de la especie puede evaluarse como un signo de

adaptabilidad. La gran cantidad de taxones incluidos en esta especie también

indican indica su gran diversidad genética. La monografia enumera 22

subespecies de M. longifolia L. descritas en diferentes regiones del mundo
(Tabla 2).

Tabla 2. Subespecies de Mentha longifolia L. y la region donde se ha datado,
basado en Tucker y Naczi (2007).

Subespecie

Pais o regién

ssp.

ssp.

ssp.

ssp.

ssp.

ssp.

ssp.

ssp.

ssp.

ssp.

ssp.

ssp.

ssp.

ssp.

calliantha
capensis
caucasica
cyprica
diabolina
dumortieri
erminea
grisella
hymalaiensis
lavandulaceae
longifolia
minutiflora
modesta

mollis

ssp.noe“ana

ssp.

ssp.

ssp.

ssp.

ssp.

ssp.

ssp.

pellita
polyadena
royleana
schimperi
syriaca

typhioides

wissii

Southwestern Iran, Eastern Anatolia

Cape Colony, Zimbabwe, Lesotho, Namibia
Caucasus

Cyprus, mountainous regions

Eastern Europe; Asia

Belgium

Crete, Southern and Eastern Greece, Turkey
Asia Minor, and Greece, Macedonia, Romania, Hungary.
Himalaya. Afghanistan

Spain

Whole Europe

Hungary, Macedonia and Crete

Asia Minor, Iran, Tibet

Romania, Former Yugoslavia

Southeastern Anatolia, Western Iran, Iraq.
Syria and Ethiopia

South Africa; Lesotho

Siberia, Asia Minor, Iran, Afghanistan, Tibet
Ethiopia, Yemen, Sinai Peninsula

Syria and Ethiopia

Aegean region, Northern Iran, Northern Iraq, Egypt, Lebanon and

Israel

South Africa, Namibia
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3. Algunos usos y formas de consumo tradicionales de M. longifolia L.

En Turquia, Irak, Irdn, Pakistan y los paises arabes, las hojas o los brotes
florales de M. longifolia L. se utilizan como especia, para especialidades
lacteas (Tunc, Turk et al., 2011; Mahmoudi et al., 2012; Ehsani y Mahmoudi
2012), como hortalizas de hoja, té de hierbas y un remedio etnomedicinal
(Ghoulami et al., 2001; Baser et al., 2012; Igbal et al., 2013; Mikaili et al.,
2013; Murad et al., 2016; Sevindik et al., 2017). Una revisién reciente de
Farzaei et al., (2017) aporta datos etnofarmacoldgicos en las regiones
mencionadas, con una amplia variedad de indicaciones tradicionales. M.
longifolia L. se cultiva en Tunez (Hajlaoui et al., 2009) y se cita también un
taxon intraespecifico, M. longifolia var. schimperii syn. ssp. Schimperii, en
Sudéan (Younis y Beshir, 2011).

En Europa, pese a su abundancia en prados humedos, bosques y areas
ruderales, M. longifolia L. es mucho menos conocida y utilizada. Sin
embargo, se han publicado algunos trabajos sobre el analisis de componentes
y/o preparaciones de M. longifolia L. debido a usos potenciales relacionados
con la industria (Dudai et al., 2006; Gulluce et al., 2007; Krzyzanowska et
al., 2011; Bertoli et al., 2011; Orhan et al., 2012). Junto a ellos, también estan
disponibles algunos trabajos sobre M. longifolia L. como planta medicinal,
principalmente referidos a sus efectos antiinflamatorios y quimioprotectores
(Mimica-Dukic et al., 1996, 1993; Shen et al., 2011; Baris et al., 2011;
Vladimir-Knezevi¢ et al., 2014).

Estudios recientes realizados en Europa destacan la importancia de la
investigacion etnoboténica transcultural y transfronteriza para comprender
completamente los factores que dan forma al conocimiento y uso de las
plantas por parte de comunidades que viven cerca en condiciones ambientales
similares (Pieroni et al., 2011.; S6ukand, 2016; Pieroni y S6ukand, 2017). Se

propone que las diferencias en los antecedentes culturales como, por ejemplo,
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el origen étnico, idioma, sistemas de creencias medicinales o religion son
factores importantes que afectan a los diferentes conceptos del conocimiento
médico dentro de dichas comunidades en Europa (Pieroni y Quave, 2005;
Leonti et al., 2008; Leonti, 2011; Bellia, 2015).

En muchos paises, los productos de origen vegetal tienen un importante papel
en el tratamiento de enfermedades. Ademas, debido a las contraindicaciones
en el uso de farmacos quimicos, existe un interés creciente en la utilizacion
de medicamentos derivados de plantas (Anwar et al., 2019), ya que, en
comparacion con las drogas sintéticas, algunos de estos productos tienen
menor toxicidad y mayor eficacia (Fabricant et al., 2001). Ademas, algunos
de los compuestos derivados de plantas tienen un sabor y olor agradables y se
puede utilizar en la cocina como aromatizantes, especias y alimentos (Salehi
et al., 2018).

Entre las plantas con importancia economica y culinaria mundial, la menta se
utiliza en todo el mundo para aromatizar dulces, té y platos salados (Tafrihi
et al., 2021). Las plantas de este género se utilizan para la produccion de
aceites esenciales, principalmente en EE. UU., India, China e Iran (Lawrence,
2006). Los materiales vegetales frescos y secos del género Mentha se utilizan
ampliamente en la industria como parte de productos de confiteria, agentes
potenciadores del sabor, productos farmacéuticos, cosméticos, etc. (Shaikh et
al., 2014).

Se sabe que las especies del género Mentha incluyen entre sus propiedades
el proporcionar una sensacion refrescante ademas de reducir el dolor. La
sensacion de frescor deriva de la activacion de Receptores de Potencial
Transitorio (TRPM8 y TRPA1) que son termorreguladores conocidos por
actuar como sensores primarios del frio en humanos. Se trata de canales
catiénicos no selectivo permeable a Ca?', que presentan mecanismos

polimodales de apertura entre los que se encuentran compuestos como el
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mentol. La activacion de TRPM8 y de TRPAL estaria no sélo implicada en
la sensacion de frio sino en la sensacion de alivio del dolor (Karashima et al.,
2007; Liu et al., 2013).

Algunas especies de Mentha se utilizan para mitigar los problemas de la piel
y los dolores de cabeza. Los estudios in vitro han demostrado que el aceite
esencial de menta, asi como el mentol, actian como relajantes del musculo
liso bloqueando la entrada de Ca?*a través de canales de Ca?* de tipo L
(Amato et al., 2014; Grigoleit y Grigoleit, 2005).

El té de menta produce una reduccion en los niveles de colesterol total y de
trigliceridos e, incluso, podrian aumentar los niveles de HDL en sangre
(Barbalho et al., 2011).

M. longifolia L. se utiliza en las industrias farmaceutica, tabacalera y
alimentaria y, en particular, en la industria cosmética. Las diferentes partes
de la planta, incluidas sus hojas, flores, tallos, corteza y semillas, también se
han utilizado ampliamente en la medicina popular tradicional como
antimicrobianos, carminativos, estimulantes, antiespasmodicos y para el
tratamiento de diversas enfermedades como dolores de cabeza y trastornos
digestivos (Mikaili et al., 2013). En la tabla 3 se muestran algunas de las

propiedades para la salud de M. longifolia L.

47



Tabla 3. Beneficios para la salud de M. longifolia L.

Lugar de actuacion Efecto Parte de la planta Origen

Gastrointestinal Carminativo, diarrea, | Entera Pakistan
disenteria
Desordenes Hojas India
abdominales
Indigestion Flores Irén
Constipacion Hojas Jordania
Espasmolitico Hojas Rumania
Calculo biliar, dolor | Parte aérea Iran
dental, flatulencias

Respiratorio Asma Parte aérea Turquia
Tos Flores Iran
Disnea Planta completa Turquia
Resfriado comun Hojas Jordania

Sistema inmune Antirreumatico Planta completa Pakistan
Anticatarral Parte aérea Espafia

Piel Heridas Planta completa Turquia

Antimicrobiano Bactericida Parte aérea Rumania
Nematicida Parte aérea Turquia
Repelente de Parte aérea Iran
insectos

Sistema nervioso Antipirético Hojas Jordania

central Sedacion Hojas Turquia
Dolor de cabeza Parte aérea Grecia

Rifion Piedras Parte aérea Iran y Grecia

Otros Debilidad Hojas Jordania
Afrodisiaco Parte aérea Grecia

Adaptada de Mikaili etal., 2013

4. Composicion quimica de M. longifolia L.

Los ingredientes activos de M. longifolia L. se originan de las vias del
mevalonato y del shikimato. El primero produce los terpenos volatiles de M.
longifolia L., con mayor frecuencia cetonas como carvona, piperitona,
piperitenona y epoxidos correspondientes (Baser et al., 1999; Sharopov et al.,
2012). Los triterpenos de M. longifolia L. (&cidos ursdlicos, oleandlico, etc.)
también se originan a partir de esta via. La via del shikimato es el origen de los

compuestos fenolicos de M. longifolia L. Derivados del &cido cafeico
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(predominantemente la molécula antirradical conocida acido rosmarinico)
también estan presentes. Los flavonoides también merecen atencion, ya que
se ha documentado la presencia de 55 flavonoides diferentes (Bourwieg y
Pohl, 1973; Ghoulami et al., 2001; Pereira y Cardoso, 2013; Hawryt et al.,

2016, Patonay et al., 2017; Park et al., 2019), seis de ellos de novo (Sharaf

et al., 1999; Jahan et al., 2001; Ghoulami et al., 2001; Ali et al., 2002). En
cuanto a las subclases de flavonoides, las flavonas parecen estar presentes en

la mayor variabilidad.

En la siguiente tabla (Tabla 4) se presenta un analisis bibliografico de la
composicion de la Mentha longifolia L., indicando el origen geografico y los

componentes mayoritarios correspondientes:
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Tabla 4. Resumen de datos disponibles sobre la composicion quimica de
Mentha longifolia L.: Origen geografico de las muestras y componentes

mayoritarios.

ORIGEN COMPONENTES MAYORITARIOS
GEOGRAFICO

Trans-Y cis- dihydrocarvona (23.6% Y

Belgrado 15.7%}, piperitona (17.3%}, 1,8-cineol

(8.2%), neoisodihyclrocarveol (7.8%), acetato de
neoisodihvdrocarveol (4.2%}

Carvona (33.48%), dxido de piperitenona

Croacla (28.95%), Limoneno (10.29%), j3-cariofileno

(5.8%}, Miriceno (3.21%}, Borneol (2.74%)

1,8-cineol (28.8%), 6xido de cis- piperitona (15.4%), piperitona
Egipto (13.9%), piperitenona (13.8%), 0xido de piperitenona (5.6%),
borneol (3.3%)

Carvona (58%), limoneno (11%), 1,8-cineol
(9.2%), hidrato sabineno (2.1%), trans- dihidrocarvona
(2.6%), cis-dihidrocarvona (5.4%), germacreno O (2.6%)

Grecia Carvona (66.3%}, limoneno (9.6%), 1,8-
cineol (13.4%), Miriceno (1.6%)
Carvona (56.2%}, limoneno (3.1%), 1,8-
cineol (2%}, trans-dihidrocarvona (32.9%)
Israel Pulegona (72.6%), 1,8-cineol (8.3%),
mentonal4.85%), piperitona (_3%}

Oxido de piperitenona (54.2%}, oxido de trans- Y cis-

India piperitona (24.1% Y 7%), 13- cariofileno (3%), d/-limoneno
(1.4%),
eucalipto! (1.2%)
Irén Piperitona (43.9%), limoneno (13.7%), trans-
piperi tol (12.9%i
Italia Oxido de piperitenona (77.4%), germacreno

0 (3.7%), 1,8-cineol (1.6%)

Oxido de piperitenona (40.1-64.6%),
Paklstan piperitenona (2-16.4%), borneol (4.4-13.3%), germacreno O

(5.1-6%).3-cariofileno (2.5-

4.2%), puleqonal2.1-3.9%)
Limoneno (5.8-15.3%), carvona (7.9-15.1%),
Polonia (2)y (E) —b-ocimeno (3.7-9.1%)Y (3.8-8.5%),
1,8-cineol (5.4-8.2%), b-pineno(1.7-6.8%)
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Tabla 4. (Continuacion)

Sudafrlca

Mentofurano (55.3%), 1,8-cineol (7.2%), limoneno
(7.2%), ,(3-cariofileno (4.9%),,8- pineno (2.1%}

Mentofurano (59.7%), ,8-cariofileno (5.3%),
1,8-cineol (4.1%), limoneno (4.1%), germacreno D
(3.8%;"

Oxido de cis- piperitona (35.7%), oxido de
piperitenona (14.6%), ,(3-cariofileno (8%), 1,8-
cineol (4.5%), limoneno (4.5%), germacreno

Di45%l
Oxido de piperitenona (65.7%), 6xido de cis-
piperitona (14.7%), borneol(5.1%}, (3- cariofileno
(2.5%), piperitenona (1.6%)

Mentofurano (61.6%), 1,8-cineol (6.3%), limoneno
(6.3%), ,8-cariofileno (3.6%)

Mentofurano (51.4%), pulegona (12%), (3
cariofileno (5.3%), mentona (5%), germacreno D
(2.4%)

Mentofurano (58%). 1,8-cineol (8.9%), (3- cariofileno
(3-9%), limoneno (3.8%),

Mentofurano (52.8%), ,(3-cariofileno (5.7%),
1 8-cineol(3.3%), limoneno (3.3%),

Pulegona (35%), mentona (31.1%). 1,8- cineol (13%):,(3-
pineno (5.7%), borneol (3.3)

Tlnez

Mentol (32.5%), mentona (20.7%), pulegona
(17.8%), 1,8-cineol (5.6%), terpineol4 (4.9%),
piperitona (2.2°fo)

Pulegona (47.2%), 1,8-cineol (11.4%), mentona
(10.7%), a-pineno (3.6%), d- cadineno( 3.5%), a-
terpineol (3.2%1

Pulegona (54.41%), isomentona (12.02%),
1,8-cineol (7.41%). borneol (6.85%). dxido de piperitenona
(3-19%), ,8-cariofileno (2.04%),
a-humuleno (2.97%)

Turquia

I srael

Iran

Oxido de cis- piperitona (18.4%), pulegona
(15.5%), 6xido de piperitenona (14.7%),
mentona (7.9%), isomentona (6.6%), timol
(6.6%)

Dos quimiotipos identificados: A (pulegonay
mentona), B (6xidos de piperitona y
piperitenona)

Piperitenona (35.8%). 1,8-Cineol (28.2%) Yy
oxido de piperitenona (16.6%)
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5. Capacidad antioxidante de M. longifolia L.

La medicina tradicional utiliza plantas tanto por sus propiedades curativas
como preventivas. Las plantas han sido fuente de tratamientos medicinales
durante miles de afnos. Los antioxidantes vegetales son muy importantes
porque su presencia en la dieta humana puede ayudar al organismo a
neutralizar los radicales libres y reducir el dafio causado por el estrés
oxidativo, dado que, el estrés oxidativo estd asociado con procesos
degenerativos y patologicos como el envejecimiento, las enfermedades

coronarias y el cancer.

El interés en el uso de antioxidantes naturales de origen vegetal esta
aumentando porgue son mas seguros y ofrecen beneficios medicinales. Por el
contrario, los antioxidantes sintéticos pueden promover la carcinogénesis
(Suhaj, 2006). Los antioxidantes sintéticos como el hidroxitolueno butilado o
dibutilhidroxitolueno (BHT; E-321) y el hidroxianisol butilado o
butilhidroxianisol o butil anisol, (BHA; E-320), cominmente utilizados en
la industria alimentaria, tienen efectos secundarios y pueden ser responsables
de dafio hepatico y carcinogénesis (Branen, 1975; Ito et al., 1983; Wichi,
1986 y Grice, 1988). Por esta razon se ha incrementado el interés en el uso
de antioxidantes naturales y, en los ultimos afios, el uso de antioxidantes
naturales presentes en alimentos y otros materiales bioldgicos ha atraido un
interés considerable debido a su mayor seguridad, valor nutricional y
terapéutico (Ajila et al., 2007).

Los antioxidantes comestibles que se encuentran comunmente en las plantas
incluyen acido ascorbico, tocoferoles, carotenoides y varios compuestos
fenolicos (Rafat et al., 2010) como acidos fendlicos, flavonoides y taninos
(King y Young, 1999). Los &cidos fenolicos, como el acido cafeico, el &cido

feralico y el acido vainilico, son antioxidantes naturales bien conocidos y
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estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal. La actividad antioxidante
de los compuestos fenolicos depende de la estructura y naturaleza de las
sustituciones en los anillos aromaticos (Balasundram et al., 2006), mientras
que sus beneficios para la salud dependen de su absorcién y metabolismo
(Parr y Bolwell, 2000).

En el metabolismo celular tienen lugar procesos oxidativos que son vitales
para la supervivencia de la célula. En las células vegetales, existen tres
organulos en los que se produce principalmente el estrés oxidativo
generandose especies reactivas de oxigeno (ROS). Las ROS se generan en los
fotosistemas | y Il de los cloroplastos, en la ubiquinona y el complejo Il en
la cadena de transporte de electrones mitocondrial y, en menor medida, en la

membrana y matriz del peroxisoma (Janki et al., 2019).

En el curso de la reduccion gradual de oxigeno molecular, se producen una
serie de ROS. Estas ROS pueden ser radicales libres oxigenados/nitrogenados
y se definen como especies quimicas que poseen un electrén desapareado en
la capa de valencia (radical anién superoxido O~, hidroxilo HO ),
hidroperoxilo HO,, peroxilo ROO °, alcoxyl RO -, oxido nitrico NO
peroxinitrito ONOO™ y didxido de nitrégeno NO;) o moléculas neutras (H,0;
0 HCIO) (Pisoschi et al., 2016).

Estas especies reactivas de oxigeno (sobre todo los radicales hidroxilo y
peroxilo, el peroxido de hidrégeno y el anion del radical superoxido), estan
implicadas en el dafio oxidativo infligido a los acidos grasos, el ADN y las
proteinas, asi como a otros componentes celulares (Halliwell y Gutteridge,

2007). El estrés oxidativo causado por el desequilibrio entre la formacion
excesiva de ROS y las defensas antioxidantes limitadas esta relacionado con
numerosos efectos negativos en las células. La mayor parte del tiempo la
producciéon de estos radicales libre esta regulado porque actian como

moléculas de senalizacion.
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El mecanismo de accion antioxidante se describe facilmente a partir del
modelo de peroxidacion lipidica en membranas celulares o alimentos. Se trata
de un mecanismo que consta de diferentes etapas: iniciacion, propagacion y
derivacion y de terminacion de la cadena, que es promovido por calor, luz, y
radiacion ionizante o por iones metalicos o metaloproteinas (Pisoschi et al.,
2016).

Iniciacion:
LH+R" — L +RH

Donde LH es el sustrato lipidico, R “es el radical oxidante iniciador y L * es

el radical alilo dotado de alta reactividad.
Propagacion:

L-+0, —LOO"

LOO +LH —L +LOOH

Durante este paso de propagacion, los radicales lipidicos peroxilo LOO -
actGan como portadores de cadena, oxidando aun mas el sustrato lipidico y
generando hidroperoxidos de lipidos (LOOH), que pueden descomponerse en
alcoholes, aldehidos, formiatos de alquilo, cetonas, hidrocarburos y radicales

tales como el radical lipido alcoxilo LO.
Derivacion:

LOOH — LO +HO"

2LOOH — LOO +LO +H),O

La descomposicion de los hidroperédxidos lipidicos a menudo tiene lugar en
presencia de iones de metales de transicion, que generan peroxilo lipidico y
radicales lipidos alcoxilo:
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LOOOH+Mn*+H* —LO +M&®*D*+H,0
LOOH+M &*Y+*+ OH" — LOO + Mn ++H;0

Terminacion:

La terminacion implica la combinacién de radicales para formar especies

quimicas no radicales:

LO +LO" — productos no radicales
LOO +LOO " — productos no radicales
LO +LOO " — productos no radicales

De forma natural, el control de estos radicales (ROS) se basa, de manera
altamente eficiente, en dos sistemas complementarios: enzimatico y no
enzimatico (Ahmad et al., 2010). EIl sistema enzimatico comprende varias
enzimas (superdxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa y glutation
reductasa) que son muy especificas del sustrato. El sistema de control no
enzimatico comprende antioxidantes de bajo peso molecular (acido
ascorbico, glutation, prolina, carotenoides, acidos fenolicos, flavonoides,
etc.) y metabolitos secundarios de alto peso molecular, como taninos, que
actGian como captadores de radicales libres, agentes reductores y quelantes de

metales.

Las plantas tienen una capacidad innata para biosintetizar una amplia gama
de antioxidantes capaces de mitigar el dafio oxidativo inducido por especies
reactivas de oxigeno. Los agentes consisten en una gran cantidad de
moléculas organicas como carbohidratos, grasas, proteinas, enzimas,
coenzimas, fenoles, flavonoides, terpenos, alcaloides, etc. (Kasote et al.,
2015).

Muchas familias y especies de plantas sintetizan cientos de sustancias

55



fitoquimicas unicas (Kessler y Kalske, 2018). Se han descrito alrededor de
200.000 compuestos en aproximadamente el 30% de plantas superiores y
muchos taxones todavia permanecen sin explorar. Esta diversidad se
amplifica ain mas por plasticidad, ya que la fitoquimica varia con la
ontogenia y la filogenia en respuesta a factores abioticos e interacciones
bioticas (Dicke y Baldwin, 2010; Barton, y Boege, 2017; Yang et al., 2018).
Ademas, la diversidad fitoquimica varia entre ramas, 6rganos, e incluso
tejidos dentro de 6rganos (Shelton, 2005; Herrera, 2009). Como organismos
sésiles, las plantas se han adaptado a su entorno sintetizando una enorme
variedad de metabolitos secundarios de bajo peso molecular, con funciones

ecoldgicas y evolutivas (Lopresti y Weber, 2016).

Por lo general, los metabolitos secundarios se regulan genéticamente y se
sintetizan en oOrganos, tejidos, células u organulos, y esta especificidad esta
regulada a lo largo del desarrollo de la planta. Por tanto, numerosos factores
de transcripcion se coordinan para la activacion y transcripcion de genes. El
citoplasma es un sitio habitual de sintesis, pero algunos alcaloides, cumarinas
y terpenos, por ejemplo, se sintetizan en el cloroplasto, o algunos los
sesquiterpenos y esteroles se sintetizan en el reticulo endoplasmico

(Jargensen et al., 2005).

Los compuestos solubles en agua son transportados y almacenados en la
vacuola por transportadores especificos, a través del tonoplasto. Las
sustancias lipofilicas estan confinadas en conductos de resina, laticiferos,
glandulas, tricomas, tilacoides o en la cuticula (Kutchan, 2005), evitando la

autotoxicidad por interferencia con biomembranas.

En muchos casos, el sitio de biosintesis de ciertos compuestos se limita a un
solo 6rgano, como la raiz, la hoja o el fruto, pero luego se transporta y se
acumula en otros tejidos vegetales. En estos casos, el transporte de larga
distancia ocurre a través del xilema o floema, aunque también es posible el
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transporte apoplastico. Este almacenamiento puede ser especifico para un
determinado tejido o célula, por ejemplo, taninos, alcaloides o
glucosinolatos se almacenan en idioblastos; terpenoides en tricomas o pelos
glandulares; flavonoides, antocianinas o glucdsidos cianogénicos en la
epidermis. El perfil metabdlico de una especie vegetal determinada, su
contenido en compuestos fitoquimicos y, particularmente, en metabolitos
secundarios, varia con el tiempo, el espacio y la etapa de desarrollo (Wink,
2010).

Muchas plantas medicinales, incluido el género Mentha, contienen altas
cantidades de antioxidantes, incluidos compuestos fendlicos, acido ascérbico
y carotenoides, que pueden retardar o inhibir la oxidacion de varias moléculas
(Park et al., 2019). En este sentido, los extractos y aceites esenciales (AE) de
muchas hierbas medicinales y culinarias se han investigado como una fuente
prometedora de potentes antioxidantes (Ceylan et al., 2015), con actividad
conocida contra especies reactivas de oxigeno y radicales libres. Se puede
valorar la capacidad antioxidante mediante varios ensayos de antioxidantes
in vitro como el captador de radicales (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) (DPPH)
(Anwar et al., 2017) y el &cido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) (ABTS+). Los investigadores han utilizado con éxito la inhibicion
de la peroxidacion del acido linoleico (Nickavar, 2008) y el poder reductor
(Oyaizu, 1986) para investigar la actividad antioxidante de las plantas de
Mentha.

La familia de la menta (Lamiaceae) es una importante familia de plantas
medicinales. Incluye alrededor de 236 géneros y mas de 6000 especies, y los
géneros mas grandes son Salvia, Scutellaria, Stachys, Plectranthus, Hyptis,
Teucrium, Vitex, Thymus y Nepeta. Es una familia de gran diversidad y
variedad con una distribucion cosmopolita. La mayoria de las Lamiaceae que

contienen antioxidantes pertenecen a la subfamilia Nepetoideae, incluyendo
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albahaca, toronjil, mejorana, menta, orégano, romero, salvia, etc. Contienen
acido rosmarinico y a menudo son ricas en terpenos volatiles fragantes (Wink,
2003). Albayrak et al., (2013) demostraron que ademas del tomillo, el romero
y la salvia, la menta, el toronjil y la albahaca también contienen una cantidad
considerable de compuestos fendlicos con fuertes propiedades antioxidantes
y captadoras de radicales DPPH. Ademas, los extractos de romero fueron los
primeros antioxidantes naturales comercializados. En el estudio de Kaefer y
Milner (2008), el tomillo, la salvia, el romero y la mejorana mostraron la
mayor capacidad antioxidante entre las hierbas estudiadas. Las especies
mencionadas se encuentran entre las especies mejor estudiadas de la familia
Lamiaceae y su actividad antioxidante ha sido demostrada en numerosos
estudios (Gongalves et al., 2009; Ahmad et al., 2012; Sodré et al., 2012;
Trakoontivakorn et al., 2012; Lagouri y Alexandri, 2013; Licina et al., 2013).
La mayoria de las especies de la familia son aromaticas y poseen aceites

esenciales (Lawrence, 1992).

Los datos que se obtienen de la literatura sobre la actividad antioxidante de
las diferentes especies de Mentha son dificiles de comparar debido a las
distintas metodologias seguidas en los anélisis. Numerosos factores juegan un
papel en estos resultados aparentemente contradictorios, por ejemplo,
métodos de cultivo vs. recoleccion silvestre de las plantas, tipo de pruebas de
laboratorio 0 métodos de extraccion, etc. Sin un enfoque estandarizado, no es
posible definir la consistencia de las comparaciones entre diferentes articulos.
Segun Anwar et al., (2019), los aceites esenciales de M. longifolia L. de
diferentes quimiotipos recolectados de diferentes regiones de Arabia Saudita
exhibieron niveles bastante altos de actividad captadora de radicales DPPH,
que se correlaciond principalmente con los diferentes niveles de polifenoles
y carvona en los aceites probados. Saba y Anwar (2018) investigaron los
efectos de las areas de recoleccidn sobre las propiedades fisicoquimicas y

bioldgicas de las hojas de menta (Mentha spicata L.) extraidas con el aceite
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esencial fluido supercritico. Los investigadores encontraron que los aceites
probados eliminaban eficazmente los radicales libres DPPH e inhibian la
peroxidacion del acido linoleico dependiendo de los diferentes contenidos de
fenoles y flavonoides totales. En otro estudio de Ed-Dra et al., (2018) el aceite
esencial de Mentha suaveolens L. mostré un potencial antioxidante reductor
de hierro significativo y una actividad depuradora de radicales libres DPPH.
Se ha informado que M. aquatica L. tiene los niveles méas altos de fenoles,
flavonoides y taninos, asi como las mas altas actividades antioxidantes
(Benabdallah et al., 2016). Mentha suaveolens Ehrh. no mostré actividad
antioxidante (Park et al., 2019). Por el contrario, en otro estudio realizado por
Nickavar et al., 2008, el orden de la actividad antioxidante valorada mediante
DPPH fue el siguiente: M. piperita L., M. pulegium L., M. rotundifolia L., M.
spicata L. y M. longifolia L. Se conoce que el aceite esencial de M. longifolia
L. exhibe un potencial significativo de actividad antioxidante (Dzami¢ et al.,
2010; Niksi¢ et al., 2012; Eissa et al., 2014). Dzamic et al., (2010)
demostraron que el aceite esencial de Mentha longifolia L. (MLEQO) es un
eliminador de radicales libres eficaz para DPPH y exhibe una actividad de
eliminacion dependiente de la dosis (CI150 = 0,66 ml/ ml de solucion) (Dzami¢
etal.,2010). De manerasimilar, MLEO redujo los radicales DPPH a su forma
DPPH-H neutra (CI50 = 10,5 pug / ml) (Niksic et al. 2012).

Sin embargo, a diferencia del proceso de obtencion de los aceites esenciales,
que se producen predominantemente mediante destilacion, las infusiones se
preparan macerando brevemente el material vegetal con agua fria o hirviendo
(Handa, 2008) y se obtiene asi, en poco tiempo, y sin el empleo de
disolventes, un extracto en el que se podria incluso evitar la descomposicién

térmica de sustancias termolabiles.

El extracto de M. longifolia L. secado naturalmente posee un mayor
contenido de compuestos fendlicos (113,8 mg GA / g) y flavonoides (106,7
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mg RT / g) que las muestras secas de laboratorio. De manera similar, se
encontrd que los extractos secados naturalmente (2.76 mmol Fe?*/ mg y
EC50 = 0.02 mg / mL) tenian una mayor actividad antioxidante en
comparacion con las muestras secas de laboratorio (1.13 = 0.11 mmol Fe?*/

mg extracto seco y EC50 = 0.03 mg / mL) (Stanisavljevic et al., 2012).

En el estudio con extractos se ha comprobado que M. longifolia L. muestra
menor capacidad de actividad antioxidante que M. piperita L. (Nikavar et al.,
2008) y se ha encontrado una correlacion entre la capacidad antioxidante y el
contenido fendlico total de los extractos (r>> 0,989). Ademas, se sabe que la
capacidad antioxidante varia segun las ubicaciones geograficas en las que se

recolectan los ejemplares de M. longifolia L. (Sevindik et al., 2017).

Sin embargo, los metabolitos secundarios de las plantas no sélo actian como
antioxidantes que pueden ser utilizados para la conservacion de alimentos o
con objetivos de salud, sino que también actlan contra patdgenos
microbianos sobre la base de su naturaleza toxica (Schafer and Wink, 2009).
De este modo obtener plaguicidas a base de plantas para controlar las pérdidas
poscosecha es factible y conduce al uso sostenible de productos naturales
que actian como una fuente rica de compuestos naturales que exhiben

actividad fungicida con menos efectos secundarios que los de origen quimico.

Ademés, los extractos de plantas pueden actuar sobre la sintesis de
nanoparticulas metalicas al reducir los iones. La capacidad de un extracto
vegetal para sintetizar nanoparticulas metalicas depende del compuesto
activo responsable de la reduccion de los iones y varia segun el organismo o
extracto vegetal utilizado (Siddiqi et al., 2018). De esta forma se consigue
una sintesis de nanoparticulas metélicas rapida, en un solo paso y barata,
gracias a la presencia de fitoquimicos (antioxidantes) que actuan como
agentes reductores en la sintesis de nanoparticulas metalicas (Abdelghany et
al., 2018).
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6. Biocontrol de hongos

Son numerosas las enfermedades que afectan a casi todos los tipos de cultivos
en todo el mundo y la mayoria estdn causadas por patdgenos fungicos.
Ademas de las pérdidas de rendimiento en el campo, los hongos causan mas
del 80% del total de enfermedades de las plantas que conducen a pérdidas
agricolas muy importantes, las pérdidas en postcosecha, que se estiman
alrededor del 50% de la produccion, son atribuidas a enfermedades causadas

por hongos y bacterias (Magro et al., 2006).

Una de las primeras reacciones de las plantas cuando se produce el
reconocimiento de patdgenos invasores es la rapida formacion de especies
reactivas de oxigeno (superoxido, peroxido de hidrogeno, radical hidroxilo
y oxigeno singlete) que estan involucrados no sélo en la transduccion de
sefiales 0 en la limitacion de la entrada de los patogenos, sino también en la
induccion de tejido necrosado. Por consiguiente, la elevacion del contenido
de antioxidantes en las plantas se espera que aumente su tolerancia al

desarrollo de necrosis causadas por patdgenos o estreses abidticos.

Las plantas se protegen contra los ataques de herbivoros y microorganismos
mediante la produccién de metabolitos secundarios como fenoles,
flavonoides quinonas, terpenoides, alcaloides y taninos. Los extractos o
aceites esenciales de plantas medicinales o arométicas se utilizan
comUnmente para el control de plagas debido a su eficacia contra diferentes
etapas de vida de muchas plagas (Ahmed et al., 2020). Los compuestos
fitoquimicos, metabolitos secundarios, presentes en los extractos vegetales y
aceites esenciales tienen actividades antimicrobianas contra una amplia gama

de microorganismos (Gonzalez-Lamothe et al., 2009).
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Los cultivos agricolas y horticolas se ven afectados por diversos hongos que
causan pérdidas economicas, pero también riesgos para la salud de los
consumidores debido, sobre todo, a las micotoxinas producidas por los

hongos.

El uso de productos quimicos se ha considerado el sistema mas barato y eficaz
de prevenir enfermedades en las plantas. Por eso la estrategia mas
importante para controlar los hongos fitopatdogenos es la aplicacion de
fungicidas, que puede realizarse despues de la cosecha y no afecta a la calidad
del producto (Amiri et al., 2008). Sin embargo, la utilizacion de productos
quimicos desde hace décadas para el control de enfermedades de las plantas
ha provocado efectos indeseables que van desde el desarrollo de poblaciones
de patdgenos resistentes a su acumulacién en el suelo, plantas y agua,
afectando a los organismos vivos. El uso indiscriminado de productos
quimicos sintéticos ha conducido al desarrollo de resistencias que han
requerido la utilizacién de concentraciones cada vez mas altas del fungicida,
con el consiguiente aumento de la toxicidad en los productos alimenticios. Por
todo ello, el uso de fungicidas esta restringido debido a sus efectos

negativos en la salud humana y el medio ambiente.

Este escenario ha provocado que exista una demanda creciente en la basqueda
de nuevos productos activos y sustancias para el control de plagas con
impactos negativos nulos o bajos (Rodriguez-Gonzélez et al., 2019).
Recientemente, los pesticidas botanicos y extractos de plantas han mostrado
un papel importante para el control de plagas debido a su bajo costo sin efectos
residuales, amigables con el medio ambiente, alta disponibilidad y altamente
toxicos para muchos patdégenos. Ademas, no es probable que provoquen
resistencias debido a la complejidad de sus moléculas (Bedini et al., 2020). La
mayoria de los pesticidas sintéticos son dafinos para muchos agentes de
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control bioldgico. Por lo tanto, el manejo integrado de plagas (MIP) que
combina agentes de biocontrol y bioplaguicidas estd ganando importancia y
ha demostrado ser una estrategia de manejo ecoldégicamente segura bajo la
cual los agentes de biocontrol pueden combinarse con extractos derivados de
plantas (Kalita y Hazarika, 2018).

Reducir el uso y presencia de productos quimicos no naturales en los
alimentos se puede lograr con métodos alternativos como el uso de extractos de
plantas que producen una amplia variedad de metabolitos. Estos extractos se
pueden descomponer facilmente (son biodegradables), son respetuosos con el
medio ambiente y no son fitotoxicos. Se ha comprobado que los extractos de
plantas obtenidos con diferentes disolventes son ricos en compuestos

bioactivos y antioxidantes.

Los hongos patdgenos de plantas mas importantes que causan pudricion
poscosecha incluyen a Botrytis spp., Penicillium spp., Aspergillus spp.,
Alternaria spp., Fusarium spp., Colletotrichum spp., y Monilinia spp. Entre
ellos, Colletotrichum spp. es un patégeno que infecta frutos. Debido a su
amplia variedad de hospedadores y su rapido crecimiento, Colletotrichum
spp. causa manchas de antracnosis y sintomas de pudricion en frutas, lo que

resulta en pérdidas econdmicas significativas.

La proteccion vegetal contra la antracnosis del olivo se basa en el manejo
integrado de plagas, incluido el uso de productos quimicos fitosanitarios con
base de cobre, cultivares resistentes y una recoleccion precoz. Sin embargo, la
ineficacia para controlar la enfermedad dicta la necesidad de que se requiere
investigacion para adquirir conocimientos relativos que puedan ser explotadas

en el disefio de estrategias fitosanitarias avanzadas y optimizadas.

Actualmente, la antracnosis se trata o0 se previene predominantemente con

fungicidas quimicos como oxicloruro de cobre, hidréxido cuprico, benomilo,
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tiofanato de metilo, carbendazima, tiabendazol y difenoconazol. La aplicacion
de fungicidas cupricos sigue siendo la medida de control mas utilizada para la
antracnosis del olivo (Xavier, 2015) y suponen un gasto anual de unos 200
millones de euros al sector oleicola espafiol (Trapero et al., 2009). Esta
prevalencia de los productos cupricos se debe a que el uso de fungicidas
organicos en postfloracion estd muy limitado ya que existe la posibilidad de
que se absorban en el aceite del fruto al ser en su mayoria liposolubles (Moral
y Trapero, 2009).

Como alternativa a los fungicidas quimicos, para contrarrestar la antracnosis, se
podrian usar microorganismos antagonistas. Sin embargo, la lucha biolédgica
no ha sido empleada de forma comercial contra la antracnosis del olivo,
aunque en inoculaciones artificiales de aceitunas, un aislado fungico de
Aureobasidium pullulans y dos bacterianos, Curtobacterium flaccumfaciens y
Paenibacillus polymyxa, han mostrado una capacidad de inhibicion del
crecimiento superior al 50% (Segura, 2003) y también se conocen levaduras
que han mostrado potencial de control bioldgico contra C. gloeosporioides
(Pesce et al., 2018).

El uso de extractos vegetales ha mostrado poca efectividad en el control de la
antracnosis del olivo (Moral et al., 2018). Sin embargo, el extracto de
cascara de granada (Punica granatum L.) se ha mostrado muy eficaz en
tratamientos de aceitunas inoculadas con Colletotrichum (Pangallo et al.,
2017).

7. Sintesis verde de nanoparticulas de plata utilizando el extracto acuoso
de M. longifolia L.

Una de las principales limitaciones que se dan durante la sintesis de
nanoparticulas es el uso de reactivos quimicos para la reduccion de las sales

precursoras de las nanoparticulas metalicas a sintetizar, que ademas de ser
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toxicas, generando contaminacion para el medio ambiente, suelen ser
costosas (Seyedeh et al., 2020).

Se ha desarrollado una amplia variedad de métodos para sintetizar
nanoparticulas metalicas con diferentes morfologias, un ejemplo de ello es
la reduccién quimica obteniendo nanobarras (Rekha et al., 2018), nanodiscos
(Mahmoud, 2015) y nanotriangulos (Ardianrama et al., 2019), la ablasion
laser para la obtencion de nanoesferas (Kumar et al., 2018; Boutinguiza et
al., 2015) asi como métodos electroquimicos (Ravichandran et al., 2019).
Los métodos quimicos son los mas utilizados, por su facilidad para desarrollar
procedimientos a gran escala, que permiten controlar adecuadamente el
tamafno, forma y distribucion de forma de las nanoparticulas, y tambiéen
porgue son metodos precisos y se obtienen nanoparticulas monodispersas
(Mankad et al., 2018). Sin embargo, estos métodos tienen un gran
inconveniente al involucrar reactivos toXicos que generan desechos nocivos

para la salud y el medio ambiente (Lopes et al., 2018).

Actualmente los métodos bioldgicos permiten utilizar organismos como
bacterias, plantas y hongos para la sintesis de nanoparticulas, logrando evitar
el uso de reactivos toxicos ademas de ser métodos efectivos, seguros y
rentables (Kobashigawa et al., 2018). Debido al desarrollo de nuevos métodos
quimicos o fisicos, y la preocupacién por la contaminacion ambiental, ya que
los procedimientos quimicos involucrados en la sintesis de nanoparticulas
generan una gran cantidad de subproductos peligrosos, se ha tomado
conciencia de la necesidad de utilizar la “Quimica verde “en la sintesis de
nanoparticulas, priorizando condiciones limpias, no tdxicas y respetuosas con
el medio ambiente. En este sentido, se han utilizado bacterias, hongos o
plantas como alternativas faciles y viables frente a los métodos quimicos o
fisicos disponibles (Konishi et al., 2007; Borase et al., 2014). Se han

realizado estudios bioquimicos cualitativos que sugieren la participacion de
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diversos  metabolitos  vegetales como  terpenoides, flavonoides,
polifenoles, aminas, saponinas, aldehidos, cetonas, proteinas, arabinosa y
galactosa en la sintesis de nanoparticulas metalicas. En general, estos grupos
funcionales funcionan como agentes reductores, ya que reaccionan con los
iones metalicos de la sal precursora y, por lo tanto, reducen los iones
metalicos a nanoparticulas de diferentes formas y tamafios (Bhattacharya y
Gupta, 2005).

La sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs) se puede lograr utilizando el
extracto de Mentha longifolia L. (Javed y Mashwani, 2020; Javed et al.,
2020a; Rauf et al., 2021) y ha sido demostrada la actividad de estas
nanoparticulas como antibacterianas (Kalaki et al., 2017; Rauf et al., 2021)

y anticancerigenas (Javed et al., 2020b; Li et al., 2020).
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OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es analizar los posibles usos alternativos
de la especie Mentha longifolia L. Para alcanzar este objetivo se va a analizar
la capacidad antioxidante del extracto acuoso (Té) de M. longifolia L.
Ademas, se realizara el andlisis de la composicion fitoquimica del té para
identificar los diferentes metabolitos implicados en su capacidad

antioxidante.
Entre los objetivos parciales del trabajo se encuentran:

— Incrementar la concentracion de algunos fitoquimicos mediante la
elicitacion tanto bidtica como abiotica en el cultivo de las plantas de
M. longifolia L.

— Estudiar el posible uso del té de M. longifolia L. en el control bioldgico
del hongo fitopatdgeno responsable de la antracnosis del olivo, C.
gloesporoides.

— Estudiar el posible uso del té de M. longifolia L. en la sintesis verde de
nanoparticulas de plata.

Con el fin de alcanzar estos objetivos, la presente tesis doctoral se estructura

en tres capitulos:

CAPITULO 1: Capacidad antioxidante y analisis de compuestos

fitoquimicos de M. longifolia L.

CAPITULO 2: Tratamiento de aceitunas con extractos acuosos de Mentha
piperita L. y Mentha longifolia L. en el control de Colletotrichum
gloeosporioides (Gloeosporium olivarum), patdgeno responsable de la

aceituna jabonosa.
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CAPITULO 3: Sintesis verde de nanoparticulas de plata con extractos
acuosos de Mentha piperita L. y Mentha longifolia L. Papel de los principales

antioxidantes vegetales en la biosintesis.
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CAPITULO 1: Capacidad antioxidante y andlisis de
compuestos fitoquimicos de M. longifolia L.

RESUMEN

En este capitulo se analiza la capacidad antioxidante de Mentha longifolia L. y
se realiza un andlisis de los diferentes componentes que podrian estar
implicados en la misma. Todos los resultados se analizan de forma
comparativa con otra especie de menta, M. piperita L. La muestra de M.
longifolia L. no mostro la elevada capacidad antioxidante (método DPPH) que
si se detectd en la muestra de M. piperita L. Para realizar el andlisis de
componentes responsables de esta actividad antioxidante, en primer lugar, se
realiz6 un analisis preliminar de componentes mediante el espectro UV-Vis 'y
diversos test fitoquimicos. A partir de esta aproximacion, se detecto la
presencia sobre de todo de compuestos fenolicos y en concreto de flavonoides.
El contenido en compuestos fendlicos de la muestra de M. longifolia L. (en mg
Acido galico/g peso seco) fue inferior al detectado en la muestra de M piperita
L. Sin embargo, si se valord6 una mayor cantidad de flavonoides (en mg
Rutina/g peso seco). El anélisis mediante GC-MS ha permitido detectar una
mayor presencia de 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6- metil-4H-pyran-4-ona
(DDMP), fenilacetaldehido y mentofuranona en la muestra de M. longifolia L.
El DDMP estaria implicado en la capacidad antioxidante, mientras que la

mentofuranona y el fenilacetaldehido tendrian actividades antiflingicas.
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1. INTRODUCCION

Los fitoquimicos son compuestos bioldgicamente activos producidos por las
plantas. Juegan un papel importante en su crecimiento y en los mecanismos
de control y defensa ante competidores, patdgenos y depredadores, asi como

en situaciones de stress.

El téermino, que proviene del griego (fito— planta), hace referencia a las
sustancias quimicas presentes de forma natural en los alimentos de origen
vegetal y cuyos beneficios para la salud estan siendo investigados en la
actualidad. No obstante, se utilizan desde la antigiiedad como venenos, curas

y remedios.

Los principales retos que plantea su estudio son la dificultad a la hora de
aislarlos y resolver su estructura, y determinar qué molécula es responsable

de una accién bioldgica concreta.

La familia de los fitoguimicos es muy amplia y diversa. Entre ellos

encontramos:
. Terpenos, funcionan como antioxidantes. Los mas estudiados son:

- Carotenoides que incluyen dos tipos de moléculas, carotenos
y xantofilas se encuentran en los pigmentos amarillo, naranja y
rojo de naranjas, perejil, tomates, espinacas...

- Limonoides como el limoneno, pineno y eucalipto, presentes
en las cascaras de los citricos, y el alcohol perililico en las

cerezas.

. Fitoesteroles, estan presentes en cantidades significativas en las semillas
de las plantas. Estudios realizados con semillas de soja, calabaza y arroz

indican que pueden bloquear la absorcion del colesterol.
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. Fenoles, protegen a las plantas contra los dafios oxidativos y son
responsables de las coloraciones azules, azul-rojo y violeta propias de ciertas
variedades de cerezas, uvas Yy berenjenas. La caracteristica principal de los
compuestos fenolicos (flavonoides e isoflavonas) es su habilidad para

blogquear la accién de enzimas especificas que causan inflamacion.

. Lignanos, presentes en semillas de lino, salvado de trigo, cebada y
avena.
. Tioles, contienen azufre y estan presentes en el ajo, cebollas puerros y

las cruciferas. Son activadores de las enzimas de detoxificacion hepatica.

. Tocoferoles y tocotrienoles, los primeros se encuentran en semillas

oleaginosas y en la corteza y en el germen de algunas semillas y cereales.

. Alcaloides, derivados de aminoacidos capaces de interactuar con el

sistema nervioso como la cafeina, la nicotina, la cocaina o la morfina.

Algunos alcaloides, terpenos y fenoles pueden tener efectos negativos sobre

la salud.

Existen varias clases y subclases de polifenoles que se definen en funcion del
numero de anillos fendlicos que poseen y de los elementos estructurales que
presentan estos anillos. Los principales grupos de polifenoles son: acidos
fenolicos (derivados del &cido hidroxibenzoico o del acido hidroxicindmico),

estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos y flavonoides.

La biosintesis de los polifenoles como producto del metabolismo secundario
de las plantas tiene lugar a través de dos importantes rutas primarias: la ruta
del &cido siquimico y la ruta de los poliacetatos. La ruta del acido siquimico
proporciona la sintesis de los aminoacidos aromaticos (fenilalanina o
tirosina), y la sintesis de los acidos cindmicos y sus derivados (fenoles

sencillos, acidos fenolicos, cumarinas, lignanos y derivados del
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fenilpropano). La ruta de los poliacetatos proporciona las quinonas y las

xantona (Quifiones et al. 2012).

Algunos polifenoles estan implicados en funciones fisiologicas vegetales y
otros participan en funciones de defensa ante situaciones de estrés y estimulos
diversos (Quifiones et al., 2012) por lo que se les atribuye propiedades
antisépticas, antifingicas y bactericidas (Okwu et al., 2007). Una propiedad
muy importante de los polifenoles es su capacidad antioxidante, capacidad de
eliminar radicales libres, cofactores de enzimas antioxidantes, asi como
quelacion de iones metalicos prooxidantes (Safdar et al., 2017). Todo ello
hace que los polifenoles desempefien un papel muy importante en la
prevencion de patologias humanas y, por ello, presentan numerosas
aplicaciones industriales como colorantes naturales, conservantes de
alimentos o aplicandolos en la produccion de pinturas, papel y cosméticos
(Hayat et al., 2010).

Los compuestos fenolicos son sustancias producidas por las plantas que
contienen en su estructura quimica un anillo aroméatico unido a uno 0 mas
grupos hidroxilo. Debido a esta estructura, presentan un espectro de absorcién
muy intenso en la region UV. Son compuestos solubles en agua Yy
frecuentemente se encuentran unidos a glacidos. En la célula se localizan en
las vacuolas. Son metabolitos secundarios producidos por las plantas para
llevar a cabo diferentes funciones dependiendo del tipo de fenol: defensa
frente a patogenos y herbivoros, atraccion de polinizadores o absorcién de
radiacion ultravioleta evitando la fotooxidacion de las hojas, entre otras

funciones (Harborne, 1973).

Los flavonoides, nombre que deriva del latin “flavus”, cuyo significado es
“amarillo”, constituyen la subclase de polifenoles mas abundante dentro del
reino vegetal. Los flavonoides son compuestos polifenolicos solubles en agua
y que, generalmente, aparecen en las plantas unidos a azlcares formando
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glicésidos. En su estructura aparecen varios anillos aromaticos y presentan
una intensa absorciéon en el espectro UV y el visible. Los flavonoides
aparecen en todas las plantas vasculares y desempefian diferentes funciones
en estas como defensa frente a herbivoros, resistencia a la fotooxidacion,
proteccidn frente a hongos patdgenos de plantas y transporte de fitohormonas

como la auxina (Nijveldt et al., 2001).

La determinacién de la capacidad antioxidante y la composicién quimica de
una especie se puede realizar de forma comparativa con otra especie de uso
similar para lograr valores relativos. En este caso las comparaciones se han

realizado con M. piperita L.

Mentha piperita L. es una planta herbacea perenne rizomatosa que crece de

30 a 90 cm de altura con tallos lisos (Taneja y Chandra, 2012). Las hojas
miden de 4 a9 cm de largo y de 1,5 a 4 cm de ancho, de color verde oscuro
con nervaduras rojizas, apice agudo y margenes dentados gruesos. Las hojas
y los tallos suelen ser ligeramente peludos. Las flores son de color purpura,
de 6 a 8 mm de largo con una corola de cuatro Iébulos de unos 5 mm de
diametro. Se producen en verticilos alrededor del tallo, formando espigas
romas y gruesas (Figura 3). La floracion ocurre generalmente desde mediados
hasta finales del verano. Hibrido natural estéril tetraploide de Mentha
aquatica L. y Mentha spicata L. Se adapta bien a casi todos los climas (Figura
4), resistiendo hasta 15 °C. Crece estupendamente en suelos ricos en materia

organica, algo humedos y en semisombra.
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Mentha piperita L.

Figura 3. Detalle de tallo, hojas y flores de M. piperita L.

Labiatae.

Whiller n.d Nat

78



Figura 4. Area de distribucion de M. piperita L. en el mundo y en Espafia
(Fuente: https://www.discoverlife.org/20/g?search=Mentha+piperita)
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2. OBJETIVOS

Los objetivos de este capitulo son determinar la capacidad antioxidante y la
composicion del extracto acuoso de Mentha longifolia L. para determinar los

metabolitos responsables de la misma.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Material vegetal

Para realizar el analisis de los compuestos fitoquimicos y la capacidad
antioxidante de M. longifolia L. se llevd a cabo un estudio comparativo con

M. piperita L.

El material vegetal utilizado fueron hojas secas de ambas especies (Mentha

longifolia L. y M. piperita L.) de origen comercial.

3.2 Obtencion del extracto acuoso de M. longifolia L. y M. piperita L.

El material vegetal de los dos tipos de Menta se congel6 a -20°C durante 24

horas para posteriormente llevar a cabo su liofilizacion durante 24 horas.

Tras la liofilizacion, se trituraron en mortero las hojas liofilizadas hasta
pulverizarlas y se procedié a la preparacion de los extractos acuosos y

metandlicos.

Los extractos acuosos se obtuvieron con 1 gr de material liofilizado y
pulverizado en 100 mL de agua esteéril hirviendo para la infusion. La infusion

se filtro con papel de filtro estéril y se conservé a 4°C hasta su uso.

Los extractos metanolicos de material liofilizado y pulverizado fueron
preparados a partir de 1g de material liofilizado y triturado en 20 mL de

metanol (99%), en agitacion durante 30 minutos.

Posteriormente, se centrifugd la suspension durante 30 minutos a 5000 rpm.

Tras la centrifugacion se recuperd el sobrenadante y se almacend en tubos
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Falcon sellados, y se mantuvieron a 4°C en oscuridad hasta su posterior

utilizacion.

3.3 Espectros UV-VIS

Para la obtencion del espectro UV-Vis de los extractos obtenidos, se utiliz6
un espectrofotémetro de barrido UV-Vis provisto de un sistema optico que
permite obtener medidas de absorbancia o transmitancia, es decir, el grado de
absorcion de la luz por parte de la muestra. Esta técnica nos permite
determinar el color de la muestra, haciendo posible inferir otras propiedades

como la posible naturaleza de los componentes organicos (Porta et al., 1999).

Los espectros de absorbancia se registraron en un rango entre los valores

1000 a 200 nm de longitud de onda con un intervalo de resolucion de 2 nm.

3.4 Test fitoquimicos

Para determinar la presencia de compuestos fitoquimicos en los extractos de
hoja de M. piperita L. y M. longifolia L. se realizd un test cualitativo de
presencia/ausencia (Tabla 5) para la deteccién de saponinas, terpenoides,
flavonoides, taninos, alcaloides, glicosidos, emodinas, antraquinonas y

antocianinas (Yadav et al., 2014):
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Tabla 5. Test para la determinacién de la presencia de fitoquimicos en los

extractos acuosos de M. longifolia L. y M. piperita L.

Fitoquimico Test Observacion
positiva
Test de Saponinas 100 mg liofilizado Formacién de
(foam) 10 mL agua destilada espuma
Calentar
Test de 100 pl extracto Disco rojo o
Terpenoides 2 mL cloroformo (CHCIy) naranja en
(Salkowski) ) interfase
3 mL Acido sulfurico concentrado
(H2S0,)
Flavonoides 100 ul extracto Desaparece el
1 mL hidréxido de sodio NaOH (1N) | 0lor amarilio
) al afiadir HCI
1 mL Acido Clorhidrico HCI(1N)
Taninos 100 pl extracto
Gotas de Cloruro de hierro Color verde
FeCl; (60%)
Alcaloides 1 mL extracto
(Mayer) 2 mL HCI (2N) Agitar y Precipitado
esperar 10 minutos Gotas color crema
reactivas de Mayer
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Glicosidos 200 pl extracto Color violeta,
(Libermann) 2 mL cloroformo azul o verde
2 mL acético (CH3;COOH)
Emodinas 100 pl extracto Color rojo o
3 mL benceno (CsHe) rosa
2 mL hidroxido de amonio (NH,OH)
Antraguinonas 100 pl extracto Color rosa
(Borntrager) 3 mL benceno 0 violeta
5 mL Amoniaco (NHs)
Antocianinas 100 pl extracto Color azul,

2 mL HCI (2N)

1 mL NH;

violeta 0 rosa

3.5 Actividad Antioxidante (DPPH)

El barrido de radicales libres se midié como se describe por Brand-Williams

et al. (1995). Se prepararon una serie de soluciones del extracto en metanol

al 80% en el intervalo de concentracion de 0,01 a 1,0 mg/mL, y el DPPH en

la concentracion de 0,3 mM en metanol al 80% con el proposito de la

determinacion de la actividad antioxidante.

Se mezclaron 0,3 ml de la solucidn de extracto de cada concentracion y 2 mL

de DPPH. Después de 30 minutos de incubacion a temperatura ambiente en

oscuridad, la absorbancia se midio a 517 nm de longitud de onda en el

espectrofotémetro.
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La capacidad de neutralizar los radicales libres se calcula segun la siguiente

ecuacion:

IDPPH % = [(AbS control ~ (AbS muestra'AbS blanco))/AbS control] X 100

3.6 Determinacion del contenido total de compuestos fenolicos

El ensayo Folin-Ciocalteu se utiliz6 como medida del contenido en
compuestos fendlicos totales en productos vegetales. Se basa en que los
compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH
basico, dando lugar a una coloracién azul susceptible de ser determinada
espectrofotométricamente a 765 nm. El contenido total de compuestos
fenolicos en los extractos se determina de acuerdo con el reactivo de Folin-

Ciocalteu (FC) utilizando el acido galico como el estandar.

La solucién de extracto en metanol 80% (0,1 mL de extracto) se mezclé con
el reactivo de FC (0,5 mL) y una solucion acuosa de Na,COs (4 mL, 7.5%)
después de 30 min de incubacién a temperatura ambiente, la absorbancia del

compuesto se midié a 765 nm mediante un espectrofotometro.

El contenido total de fendlicos se expresé como mg de acido galico/g de peso

seco Y se calcula usando la ecuacion de la curva estandar (r>=0,996):

Absz65=12.722[Acido gélico (pl/mL)]+0.0034
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3.7 Determinacion del contenido total de flavonoides

El contenido de los flavonoides totales en los extractos se determind mediante
el método espectrofotométrico que se basa en la produccién de compuestos

complejos de flavonoides con cloruro de aluminio.

Cada extracto de planta (2 mL) en metanol 80% se mezcl6 con 0,1 mL de

cloruro de aluminio y 0,1 mL de acetato potasico y 2,8 mL de agua destilada.

Después de 30 minutos de incubacidn a temperatura ambiente, la absorbancia

de la mezcla de reaccion se midié a 415 nm en relacion con el agua destilada.

La rutina fue elegida como el estandar y el contenido total de flavonoides se
expresd como i de rutina / g de extracto seco, y se calculé segun la siguiente

gcuacion:

Absa1s=7.2328 [Rutina (pl/mL)]-0.2286

3.8 Analisis cualitativo mediante GC-TOF

Las muestras se analizaron en un cromatégrafo de gases 7890A (Agilent)
acoplado a un espectrometro de tiempo de vuelo GCT Premier (Micromass).
Se introdujo 1 uL de muestra en el inyector en modo dividido (relacion 1: 5)
a 250 °C. Los compuestos se separaron en una columna DB-wax Ul (30 m
0,25 mm x 0,25 um, Agilent). Se utiliz6 helio como gas portador con un
caudal de 1 mL / min. La temperatura del horno se elevé de 60 °C a 90 °C a

15 °C / min, se mantuvo durante 5 min a 90 °C y se aumento6 a 250 °C a 15
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°C / min y se mantuvo durante 7 min. La fuente de iones utilizada fue el

Impacto de electrones y el intervalo de masas utilizado fue 50-500 m/ z.

El analisis de los datos se realiz6 con el software Mass Lynx y la
identificacion de los metabolitos se realizé con los metabolitos con la
biblioteca de espectros NIST MS 2.0. Este analisis se realizé en el Centro de

Apoyo a la Investigacion (CAI), Unidad de Espectometria de Masas-UCM.

3.9 Analisis estadistico

El tratamiento estadistico de los resultados obtenidos en los experimentos
realizados consistié en el analisis de la varianza mediante la realizacion de
una ANOVA multifactorial, con la que se establecid si existia una diferencia
significativa entre los distintos tratamientos, a la vez que nos aseguraba la
inexistencia de datos aberrantes. Para dividir los resultados en grupos
homogéneos se recurrio a un test de Duncan de maultiples rangos,
considerando un nivel de significacion de 0,05. Para todos los analisis se
utilizé el programa estadistico STATISTICA 6.0.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Espectro UV-VIS

Las bandas de absorcidn en las regiones Ultravioleta y Visible que presentan
los compuestos organicos se asocian con transiciones electronicas en la capa
de valencia. La Espectroscopia UV-Visible se ha aplicado en el campo de la
elucidacion de estructuras de compuestos organicos desde los afios 40 del
siglo XX y permanece como método valido para detectar con rapidez la
presencia de insaturacién conjugada, asociada siempre con intensa absorcion
en esta region del espectro. La presencia de bandas intensas en el espectro
UV cercano o visible es una indicacion clara de la presencia de este elemento
estructural. En la literatura se pueden encontrar los espectros UV-Visible de

cientos de miles de compuestos organicos.

La espectrofotometria ultravioleta-visible se encuentra entre las técnicas mas
utilizadas para la caracterizacion de compuestos en quimica analitica. Se trata
de una técnica simple y robusta util para realizar determinaciones analiticas
en varias areas. Por ejemplo, se puede utilizar en quimica organica para la
cuantificacion de compuestos polifendlicos en extractos naturales (Dos
Santos Grasel et al., 2016).

En el barrido espectroscopico de los extractos vegetales acuosos de las dos
especies de menta destacan maximos de absorbancia en el rango de 300-380
nm en el caso de la Mentha piperita L. (figura 5a) y de 300-360 nm en el
caso de la Mentha longifolia L. (figura 5b). En ambos espectros se ven picos
entre los 300 y los 360 nm de longitud de onda. Sin embargo, en M. piperita
L. se muestra un pico a 370 nm (6) y otro a 380 nm (7) de longitud de onda
(Figura 5).
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Figura 5: Espectro UV-Visible de los extractos acuosos. a) Mentha piperita
L. b) Mentha longifolia L

La region UV se define como el rango de longitudes de onda de 195 a 400
nm. Es una region de energia muy alta. Los compuestos con dobles enlaces
aislados, triples enlaces, enlaces peptidicos, sistemas aromaticos, grupos
carbonilos y otros heteroatomos tienen su maxima absorbancia en la region
UV, por lo que esta es muy importante para la determinacion cualitativa y

cuantitativa de compuestos organicos.

En el estudio realizado por Adham (2015) se indica que ambas especies del
genero Mentha, presentan una alta concentracion de alcaloides (siendo mayor
en Mentha longifolia L. que en Mentha piperita L.) y una concentracion
moderada de saponinas, terpenoides, carbohidratos, glucosidos cardiotonicos,
taninos y fenoles. Los alcaloides son compuestos organicos naturales de
estructura ciclica que derivan de algunos aminoacidos. Los maximos de
absorcion entre 275 y 280 nm son causados por la absorbancia de los dos
aminoacidos aromaticos triptofano (Trp) y tirosina (Tyr) y, en pequefia
medida, por la absorbancia de cistina (es decir, de enlaces disulfuro) (Franz,
2001). En cuanto a los taninos, estos son transparentes en la region visible,
absorben en la regién ultravioleta (A entre 204-284 nm). Los taninos
absorben en la regidn caracteristica aromatica, siendo los anillos aromaticos

los principales grupos cromoforos de estos extractos (Solomons y Fryhle,
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2015). Los electrones conjugados del anillo aromatico proporcionan
absorciones caracteristicas de intensidad moderada alrededor de la longitud
de onda de 205 nm y una banda menos intensa en el rango de 250-275 nm. En
consecuencia, el rango de analisis (A < 300 nm) de alcaloides y taninos

mediante espectroscopia UV-Vis queda fuera del realizado en este trabajo.

Los resultados obtenidos en este trabajo en lo que se refiere al analisis
espectroscopico UV-visible de los extractos acuosos de Mentha piperita L.
y de Mentha longifolia L. muestran unos maximos de absorcion en la regién
comprendida entre 300 y 380 nm que nos informa sobre la composicion
fitoquimica de los extractos de ambas especies, se trata de la region atribuida
a los compuestos fenolicos. En estos rangos de absorbancia del espectro UV
absorben los flavonoles, flavononas, isoflavonas, fenoles y emodinas segun

esta descrito en los métodos fitoquimicos de Harbone (1973).

Estos resultados se pueden relacionar, en concreto, con la presencia de
flavonoides. Los flavonoides son compuestos fendlicos diaril-propanicos, es
decir, su estructura es del tipo C6-C3-C6, con dos anillos aromaticos
(bencénicos) unidos entre si por una cadena de 3 carbonos ciclada a través de
un oxigeno (Figura 6a). De los tres anillos, el A se biosintetiza a través de la
ruta de los policétidos y el B y la unidad C3 proceden de la ruta del acido
shikimico. Todos los flavonoides son estructuras hidroxiladas en el anillo
aromatico y, por tanto, son polifendlicas (Lopez Luengo, 2002). La mayoria
de los flavonoides exhiben dos principales bandas de absorcion: la banda |
(320-385 nm) representa la absorcion de anillo B mientras que la banda Il
(250-285 nm) corresponde al anillo aromatico A (Figura 6b).
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Figura 6. Flavonoides. a) Estructura basica de flavonoides que muestra los
anillos A, B y C. b) Bandas caracteristicas de los flavonoides (Fuente: Silva
et al., 2015).

En el analisis interespecifico ambas especies mostraron una absorcion similar
para las bandas 1 a 5, lo que puede estar relacionado con la superposicion de
absorcion en esta region, el ensanchamiento de los picos de los espectros UV-
vis de ambos extractos en esta region podria deberse a la presencia de
numerosos metabolitos. Sin embargo, en laregidn de las bandas 6 y 7 (A a 370
nmy 380 nm), M. piperita mostro valores de absorcion significativamente
diferentes a M. longifolia. Ese pico a aproximadamente 380 nm de longitud
de onda podria pertenecer a la quercetina. La quercetina muestra un grafico
UV-Vis con dos picos mas altos de 375 nm y 250 nm de longitud de onda

respectivamente (Das et al., 2020).

El uso de espectrofotometria UV-visible en el analisis de medios complejos
es limitado debido a las dificultades inherentes a la asignacion de los picos
de absorcion a cualquier constituyente particular del sistema. Por lo tanto, el
analisis mediante el estudio del espectro UV-VIS debe complementarse con
alguna otra técnica analitica, como GC / MS, etc., para permitir la

caracterizacion de los extractos y la identificacion de sus constituyentes.
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4.2 Test fitoquimicos

Los compuestos fitoquimicos activos de M. longifolia L. y M. piperita L.
fueron cualitativamente analizados para el extracto acuoso del material
vegetal de ambas plantas mediante test fitoquimicos, los resultados se
presentan en la Tabla 6. La deteccién de los fitoquimicos revelo algunas
diferencias entre ambas especies de menta para todos los fitoquimicos
analizados; M. longifolia L. mostro la ausencia de terpenoides, Taninos,
Alcaloides, Glicésidos, Emodinas, Antraquinonas, Antocianinas, Saponinas,
y solo era positivo para los Flavonoides, mientras que M. piperita L. mostré
la ausencia de Terpenoides, Alcaloides, Glicosidos, Emodinas,
Antraquinonas, Antocianinas, y era positivo en flavonoides y taninos. En
este proceso de deteccidn de los fitoquimicos de las plantas estudiadas, los
flavonoides estuvieron presentes en ML con una concentracién mas elevado

gue en MP, y los taninos estan presentes solo en MP.

En los resultados de otro estudio (Adham, 2015), mostré que el uso de
diferentes métodos de extraccion y solventes afecta el porcentaje del
rendimiento de diferentes extractos de tres especies de la familia Labiatae
(Mentha longifolia L., Mentha piperita L. y Ocimum basilicum L.).
Analizando el uso de diferentes disolventes, resulté que la cantidad de etanol
al 80% extrae mas que los extractos de n-hexano, ya que se encontré que el
etanol tiene mas facilidad de penetrar la membrana celular para extraer los
ingredientes intracelulares del material vegetal (Wang, 2010), el etanol fue el
mas eficaz produciendo el mayor rendimiento de extraccion (Bandar et al.,
2013). Segun el estudio de Adham (2015), alcaloides, saponinas, fenoles,
flavonoides, terpenoides, glucosidos cardioactivos, taninos y carbohidratos
estaban presentes en el extracto etandlico 80% de las tres especies de
Labiatae. Los flavonoides y glucosidos cardioactivos estaban presentes en

Ocimum basilicum L. (albahaca) en niveles superiores de concentracion
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seguida por Mentha longifolia L. y luego Mentha piperita L., mientras que
los alcaloides estaban presentes en mayor concentracion en Mentha longifolia
L. seguida por Mentha piperita L. y Osimum basilicum L. Se encontraron
esteroides y glucésidos de antraquinona en Osimum basilicum L. solamente
y estaban ausentes en otras plantas. Estos resultados contrastan con los
obtenidos en este trabajo, la ausencia de Terpenoides, Alcaloides, Glicdsidos,
Emodinas, Antraquinonas, Antocianinas podrian deberse a que en este caso

se ha analizado el extracto acuoso de las plantas estudiadas.

Tabla 6. Andlisis cualitativo de extractos de metanol al 80% de hojas de

Mentha piperita L. y Mentha longifolia L.

Test M. longifolia L. M. piperita L.

Terpenoides - -

Flavonoides ++ +-
Taninos - ++
Alcaloides - -
Glicosidos - -
Emodinas - -

Antragquinonas - -

Antocianinas - -

Saponinas - -
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4.3 Actividad Antioxidante (DPPH)

La capacidad antioxidante para los extractos obtenidos de Mentha piperita L.
y Mentha longifolia L., muestra diferencias significativas entre ambas. En las
plantas control la mayor capacidad se obtuvo para los extractos de M.
piperita L. mas del doble del obtenido para M. longifolia L. en extractos de
plantas de una semana de edad y casi el triple en los obtenidos de plantas de

dos semanas de edad (Figura 7).
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Figura 7. Capacidad antioxidante medida con el ensayo DPPH en plantas de
una y dos semanas de edad de M. piperita L. (MP) y M. longifolia L. (ML).
Letras diferentes indican diferencias significativas segun el test de Duncan

para p<0.5.

La prueba de DPPH proporciona informacion sobre la reaccion de los
compuestos de ensayo con un radical libre estable. EI DPPH presenta una
fuerte banda de absorcion a 517 nm en la region visible. La presencia de un
antioxidante reduce la absorcion y la solucion de DPPH se decolora con un

cambio de color de violeta oscuro a amarillo claro. El grado de reduccion de
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la medida de la absorbancia es indicativa de la potencia de captacion de
radicales (antioxidantes) del extracto. En el ensayo de DPPH, los
antioxidantes fueron capaces de reducir el radical estable DPPH a color
amarillo y esto es consistente con los resultados de nuestra prueba (Figura
7). Osman (2013), concluy6 que M. piperita L. posee una fuerte actividad
antioxidante y eso es debido al contenido de fenoles totales y flavonoides,
ya gue la especie en muy rica en comparacion con otras especies cultivadas
en diferentes regiones del mundo. Al-Ali et al. (2013) comprobaron que M.
longifolia L. tiene una potente actividad antioxidante atribuida al contenido
de compuestos flavonoides y Quercetin 3-0 glycoside que apoyan la actividad
antioxidante. En este caso los valores no son tan elevados, lo cual podria
atribuirse al quimiotipo utilizado para el analisis 0 a una posible degradacién
de compuestos que podria producirse por efecto de la temperatura durante el

secado de las hojas (Asekun et al., 2007).

4.4 Determinacion del contenido total de compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos tienen un anillo aromatico con uno 0 mas grupos
hidroxilo y actdan como antioxidantes. En funcion de sus estructuras
quimicas, los compuestos fenolicos se pueden dividir en diferentes

subgrupos, como &cidos fendlicos, flavonoides, taninos, etc.

El ensayo demuestra que la M. piperita L. tiene un contenido de compuestos
fenolicos més elevado que M. longifolia L. (Figura 8). Las concentraciones
de fenoles en infusién generalmente son mayores que las del extracto de
etanol (Bahadori et al., 2018). La alta concentracion de compuestos fenolicos
en M. longifolia L. y M. piperita L. indica que tienen posibles beneficios para
la salud. Esto esta de acuerdo con trabajos anteriores que mostraron la
presencia de alto contenido de compuestos fendlicos y flavonoides en las dos

especies de Mentha (Elansary y Mahmoud, 2015).
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Figura 8. Contenido de fenoles totales calculado mediante el ensayo Folin-
Ciocalteu plantas de M. piperita L. (MP) y M. longifolia L. (ML) de dos
semanas de edad. Letras diferentes indican diferencias significativas segun el

test de Duncan para p<0.5.

Una reciente revision de Cavar Zeljkovié et al. (2021) analiza el contenido en
compuestos fenolicos de diferentes especies de Mentha de distintas
localizaciones, entre las que se encuentran M. piperita L. y M. longifolia L.
Segun los datos publicados, M. piperita L. es bastante rica en compuestos
fenolicos. En general, los valores del presente estudio se correspondieron con
los encontrados en la literatura, aunque las diferencias podrian atribuirse a
factores ambientales, factores fenoldgicos y genéticos. Por ejemplo, las
plantas de origen mediterraneo, en general, poseen mayores cantidades de
compuestos fenolicos en comparacion con la misma especie cultivada bajo
condiciones continentales. Sin embargo, los datos publicados pueden mostrar
cierta disparidad derivada de problemas de metodologia, como falta de
informacidn sobre la parte de la planta analizada o su estado fenoldgico. De

hecho, las mayores variaciones en los datos disponibles se encontraron para
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M. piperita L., lo cual es esperable dado que hay mas cultivares diferentes de
esta especie. Las especies de Mentha son ricas en compuestos fendlicos y
especialmente en acidos fenolicos. El &cido rosmarinico es el principal &cido
fenolico que se encuentra en el género Mentha, seguido de la flavona luteolina

y la flavanona eriocitrina.

M. piperita L. y M. longifolia L. se localizan en diferentes grupos de especies
de Mentha cuando se analizan los diferentes compuestos fenolicos que poseen
(Cavar Zeljkovi¢ et al., 2021). M. longifolia L. presenta altos niveles de &cido
clorogénico, acido transcinamico y quercetina, y valores mas bajos de acido
vainilico y rutina. Por otro lado, M. piperita L. muestras altos niveles de &cido
4-hidroxibenzoico, &cido salicilico, &cido salicilico-2-O- glucosido y los

flavonoides naringenina y hesperidina.

4.5 Determinacion del contenido total de Flavonoides

El término flavonoide es generalmente utilizado para describir una amplia
gama de productos naturales. Los flavonoides son parte de la clase de
fitonutrientes polifendlicos con actividad antioxidante (Pietta, 2000; Rice-
Evans et al., 1976). Los flavonoides son uno de los mejores fitoquimicos que
actian como antioxidantes y asi inhiben los factores causantes de
enfermedades. La actividad antioxidante depende de la disposicién de los

grupos funcionales en el nucleo flavanico (Karak, 2019).

Hasta ahora se han identificado mas de 4000 variedades de flavonoides. La
estructura quimica basica del flavonoide es un esqueleto de difenil propano
que contiene quince atomos de carbono en su ndcleo primario: dos anillos
unidos con una unidad de tres carbonos que puede o no ser parte de un tercer
anillo (Middleton, 1984). Los anillos (A y B) estan unidos entre si a través de

un tercer anillo de pireno heterociclico que contiene oxigeno (Kuhnau,
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1976). Por lo tanto, esta estructura C6-C3-C6 también se conoce como A, B
y C (Figura 6).

Los flavonoides se dividen inicialmente en tres clases, dependiendo del sitio
de unién del anillo B con el benzopirano (A): los flavonoides 1 (2-
fenilbenzopiranos), isoflavonoides 2 (3-benzopiranos) y los neoflavonoides
3 (4-benzopiranos). Los flavonoides 1 (2-fenilpiranos), a su vez, dependiendo
del grado de oxidacion y saturacién presente en el heterociclo se dividen en
los siguientes grupos: Los isoflavonoides (3-benzopiranos 2) son una clase
distintiva de flavonoides, estos compuestos poseen un esqueleto, 3-
fenilcromano que es derivado biogenéticamente de una migracion 1,2-aril del
precursor 2-fenilcromano. A pesar de su limitada distribucion en el reino
vegetal, los isoflavonoides son notablemente diversos en cuanto a sus
variaciones estructurales, no sélo en el namero y complejidad de los
sustituyentes sobre el sistema basico, también en los diferentes niveles de

oxidacién y en la presencia de un heterociclo adicional.

En funcién de sus caracteristicas estructurales los flavonoides se pueden

clasificar en:

e Flavanos, como la catequina, con un grupo -OH en posicién 3 del
anillo C.

e Flavonoles, representados por la quercitina, que posee un grupo
carbonilo enposicién 4 y un grupo -OH en posicién 3 del anillo C.

e Flavonas, que poseen un grupo carbonilo en posicién 4 del anillo C y
carecen del grupo hidroxilo en posicion C3.

e Antocianidinas, que tienen unido el grupo -OH en posicién 3 pero

ademas poseen un doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C.
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De acuerdo con la nomenclatura de la Unién Internacional de Quimica Pura
y Aplicada (IUPAC) pueden clasificarse, segun su esqueleto y via metabdlica,
en:
e Flavonoides, derivados de la estructura 2-fenilcromen-4-ona (2-fenil-
1,4-benzopirona).
¢ |soflavonoides, derivados de la estructura 3-fenilcromen-4-ona (3-
fenil-1,4-benzopirona).
e Neoflavonoides, derivados de la estructura 4-fenilcumarina (4-fenil-
1,2-benzopirona).
Los flavonoides son abundantes en las especies del género Mentha. Las
flavanonas ("flavonoides citricos™) suelen ser una subclase importante de
flavonoides en las mentas, junto con las flavonas (Pereira y Cardoso, 2013).
Con respecto a M. longifolia L. los datos sobre ellos son esporadicos y la
mayoria de las referencias informan solo la presencia de estos compuestos

(eriocitrina, hesperidina y narirutina) sin datos cuantitativos.

Las flavanonas son compuestos relativamente extendidos en las mentas, pero
una flavanona especial, longitina, se ha detectado en una muestra de M.
longifolia L. de Pakistan (Ali et al., 2002).

Las flavonas son una subclase de flavonoides que muestra una variabilidad
muy amplia en las muestras de M. longifolia L. Entre ellas destacan algunos
compuestos que se han detectado especialmente en M. longifolia L. Una
nueva aglicona con un poco convencional patron de sustitucion, 5,7,40-
trihidroxi-6,20,30-trimetoxi-flavona, fue detectada por Ghoulami et al.
(2001) de Marruecos. Ademas, una baja concentracion de otra nueva
aglicona, 5,8,40-trihidroxi-6,7,30-trimetoxi-flavona, que fue encontrada por
Jahan et al. (2001) en Pakistan. Ademas, tres derivados de la tricetina
desconocidos se han detectado en una muestra de M. longifolia L. de Arabia

Saudita (Sharaf et al., 1999). Segun los autores, es la primera cita sobre
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flavonas con el anillo B trisustituido en el conjunto de la familia Lamiaceae.

Los flavonoles estan presentes con frecuencia en las especies de Mentha. La
quercetina y el kaempferol junto con sus glucésidos son los que se notifican

con mayor frecuencia en M. longifolia L.

Segun los resultados obtenidos en este trabajo (Figura 9) M. piperita L. y M.

longifolia L. difieren poco en el contenido total de flavonoides.
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Figura 9. Contenido de flavonoides en plantas de M. piperita (MP) y M.
longifolia (ML). Letras diferentes indican diferencias significativas segun el

test de Duncan para p<0.5.

Los flavonoides, abundantes en la mayoria de las especies vegetales, se
utilizan ampliamente en la medicina y en los estudios de desarrollo de
farmacos fitoterapéuticos debido a sus diversas actividades biologicas. En el
estudio de Baris et al. (2011), se aislaron en Mentha longifolia L. Hudson los
flavonoides,  apigenina-7-O-glucosido,  apigenina-7-O-rutindsido vy

apigenina-7-O-glucuronido.
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4.6 Analisis cualitativo mediante GC-TOF

Existen muchas referencias bibliograficas en cuanto la composicién, y los
compuestos mayoritarios de las especies de menta, mediante el uso del
extracto metandlico y etilico de las hojas de la menta analizandolo con el
método GC-MS (Patonay y Nemeth-Zamborine, 2021). En nuestro estudio

hemos optado por un analisis del extracto acuoso de la parte aérea de la planta.

La composicion esta considerablemente influenciada por factores
ambientales como la temperatura, el fotoperiodo, la nutricion, la salinidad,
el agua, el estrés, la edad de la planta, la cosecha y el tiempo de siembra
(Charles et al., 1990).

Monoterpenos como pulegona, mentona, isomentona, mentol, 1,8-cineol,
borneol y piperitenona han sido reportados como los principales compuestos
voléatiles de M. longifolia (Mikaili et al., 2013).

Los componentes principales del aceite de M. piperita L. que se informo
anteriormente (Clark y Menary, 1980) incluyen mentol (29 a 48%), mentona
(20 a 31%), mentofurano (6,8%) y acetato de metilo (3 a 10%) que
representan casi 90% del total de aceites esenciales. La actividad

antibacteriana se asocia al aporte del mentol (Iscan et al., 2002).

A continuacidn, en la tabla 7, se muestra la composicion quimica para cada
uno de los extractos acuosos de los dos géneros de la menta estudiado: M.

piperita L. y M. longifolia L.
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Tabla 7. Compuestos identificados en M. piperita L. y M. longifolia L.

mediante cromatografia de gases bidimensional de tiempo de vuelo GC-

TOF, donde R-match, la coincidencia entre los valores de los indices de

retencion experimentales y de referencia, y RT, es el tiempo de retencion.

En rosa se sefialan compuestos con valores similares entre ambas especies, en

turquesa los que presentan mayores valores en M. piperita L. (MP) y en verde

los que presentan mayores valores en M. longifolia L. (ML).

RT Name Rmatch | Area MP | Area ML

(ua) (ua)

8.271 3metylcycloheanone 732 244

10.384 Methylformiate 984 533 556

10.607 Menthofuran 890 304 61

12.653 Phenyl-acetaldehyde 889 345 676

12.756 Pulegone 838 331

12.896 2-methyl butanoic acid 810 221

13.532 Methoxy-phenyl-oxime 862 582

13.760 5-hexyn-3-ol 804 290

15.061 2-methyl-2-(3-methyl- 719 269

oxobutyl)-1-cyclohexanone
15.154 Acrylamide 949 301
15.258 Piperitenone 813 804
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15.686 (22)-(3,5,5-trimethyl-2- 791 1313
cyclohexen-1-

ydiere)ethanenitrile

16.131 2-pyrrolidione 880 1348 221

17.159 879 525 51
o-acetyl-p-cresol

17.743 889 440,238 511

dihydro-4H-pyran-4-one

18.022 Glycerol 868 976,328 207
18.120 812 398.873 879
Mint furanone
18.498 909 766,146 601
Diethyl phtalate
18.637 854 2200,426

Dihydrobenzofuran

En el extracto de M. longifolia L. destacan los mayores contenidos en
Fenilacetaldehido, Mento furanone y 3,5-dihydroxy-6-methyl-2,3-dihydro-
4H-pyran-4-one (Tabla 7).
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Fenilacetaldehido (Phenyl-acetaldehyde)

Foérmula molecular; CgHsO

Figura 10. Estructura quimica del fenilacetaldehido. Fuente: National Center

for Biotechnology Information (2021).

Este elemento se utiliza como potenciador del sabor, agente aromatizante o
adyuvante alimenticio. El fenilacetaldehido es un componente volétil de
varios aceites esenciales. La presencia de este compuesto aromatico ha sido
citada como componente del aceite esencial de M. longifolia L. aunque en

pequefas cantidades (Sharopov et al., 2012).

Se produce la degradacion de la L-fenilalanina a fenilacetaldehido y didxido
de carbono. EI fenilacetaldehido es un producto intermedio en la
fermentacion del té (Saijo y Takeo, 1970) que se produce por la degradacion
de Strecker que es una reaccion quimica gue convierte un a-aminoacido en

un aldehido.

El fenilacetaldehido se ha utilizado en formulaciones fungicidas para el
control postcosecha de antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides) en

mango (Kumar y Kudachikar, 2019).
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Mento furanona (Mint furanone)

Férmula molecular: C11H160

Figura 11. Estructura quimica de la mentofuranona. Fuente: National Center

for Biotechnology Information (2021).

La mentofuranona es un policétido aromatico, que son metabolitos
secundarios que se encuentran ampliamente distribuidos en bacterias, hongos
y plantas y son bien conocidos por sus diversas estructuras quimicas y
funciones bioldgicas. Entre sus diversas bioactividades se encuentran su uso

como antibacterianos, antifingicos, antivirales y antiparasitarios.
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3,5-dihidroxi-6-metil-2,3-dihidro-4H-piranona(3,5-dihydroxy-6- methyl-
2,3-dihydro-4H-pyran-4-one (DDMP).

Férmula molecular; C¢HsO4

Figura 12. Estructura quimica de la 3,5-dihidroxi-6-metil-2,3-dihidro-4H-

piranona. Fuente: National Center for Biotechnology Information (2021).

Este compuesto presenta una elevada capacidad electroquimica. Es un
producto tipico de transformacidn de hexosas de la reaccion de Maillard, que
se produce a temperaturas superiores a 75°C (Cechovska et al., 2011). A raiz
de los resultados obtenidos para el contenido en compuestos fendlicos, que
no justificaria por si sola la capacidad antioxidante detectada, se puede
suponer que estos productos activos son componentes menores en la
capacidad antioxidante, y el valor de la actividad antioxidante no podria
atribuirse solo a estos. Por lo tanto, parte de la capacidad antioxidante del
extracto acuoso (t€) de M. longifolia L. se atribuirian a este producto
(DDMP), de forma similar a lo que ocurre en las ciruelas secas que se

producen por tratamientos a alta temperatura (Cechovska et al., 2011).

El DDMP es un producto de la reaccion de Maillard que tiene lugar entre el
grupo carbonilo de azucares y el grupo amino de proteinas y otros
compuestos nitrogenados. Por ejemplo, el sabor amargo de Cynodon dactylon
L. y muchas especies de plantas se debe a la presencia de saponinas que
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contienen DDMP (Mozafari et al., 2018). Las especies del género Mentha
también contienen azucares y saponinas, (Padmini et al., 2008; Adham,
2015).

La cantidad de metilformiato es similar entres las muestras de ambas

especies.

Metilformiato (Methylformiate)

Foérmula molecular; C,H40,

Figura 13. Estructura quimica del metilformiato. Fuente: National Center for

Biotechnology Information (2021).

El formiato de metilo, también llamado metanoato de metilo, es el éster
metilico del acido formico. Son muy escasas las citas en la literatura de la
presencia en plantas de Mentha (Chen et al., 2011).

Por el contrario, se han detectado menores cantidades de mentofurano, 2-

pirrolidiona, o-acetil-p-cresol, glicerol y dietil ftalato (Tabla 7).
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Mentofurano (Menthofuran)

Férmula molecular: C1oH140

Figura 14. Estructura quimica del mentofurano. Fuente: National Center for

Biotechnology Information (2021).

El monoterpeno mentofurano se ha encontrado en poca cantidad en la muestra
de M. longifolia (Tabla 7). La presencia de mentofurano esta relacionada con
la sintesis de pulegona (Mahmoud y Croteau, 2003) lo que se ratifica por la
ausencia en la deteccion de pulegona en esta muestra. La pulegona es un
insecticida natural que puede llegar a ser toxico (Franzios et al., 1997). Por

su parte el mentofurano actua como antifangico (Boni et al., 2016).
El mayor o menor contenido en mentofurano ha permitido establecer diversos

quimiotipos de M. longifolia L. (Mimica-Dukic et al., 1993; Viljoen et al.,
2006).
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2-pirrolidione (2-pyrrolidione)

Férmula molecular: CsH;NO

Figura 15. Estructura quimica de la 2-pirrolidiona. Fuente: National Center

for Biotechnology Information (2021).

No hay datos disponibles sobre la 2-pirrolidinona en especies del género
Mentha, sin embargo, se sabe que la fraccion rica en la misma de las hojas de
Brassica oleracea var. capitata ha mostrado actividades antioxidantes y

anticancerigenas in vitro (Thangam et al., 2013).
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o-acetil-p-cresol (0-acetyl-p-cresol)

Férmula molecular: CoH100,

Figura 16. Estructura quimica del o-acetil-p-cresol. Fuente: National Center

for Biotechnology Information (2021).

Este elemento es responsable del aroma de las mentas y los resultados
muestran diferencias fundamentales entre las muestras de M. piperita L. y M.
longifolia L. (Tabla 7). Estas diferencias entre especies de un mismo género
ocurren también en especies del género Citrus (Guo et al., 2018). Se
encuentra catalogado por la FEMA (Flavor and Extract Manufacturers
Association) con el numero 4594. Su uso como aditivo esta regulado por la
JECFA (2011).
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Glicerol (Glycerol)

Férmula molecular; CsHsOs3

. H
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O
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Figura 17. Estructura quimica del glicerol. Fuente: National Center for

Biotechnology Information (2021).

En plantas superiores y algas el glicerol puede ser un producto final directo
de la fijacion de dioxido de carbono o la glicolisis que requiere solo dos
enzimas adicionales. Parte del glicerol observado en las plantas proviene de
la sintesis de glicerol en la raiz y el transporte a las hojas y parte es producido
en las hojas (Gerber et al., 1988). Se encuentra catalogado por la FEMA
(Flavor and Extract Manufacturers Association) con el nimero 2525. Su uso

como aditivo esta regulado por la JECFA (2002).
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Dietil ftalato (Diethyl phthalate)

Férmula molecular: C1oH1404

Figura 18. Estructura quimica del dietil ftalato. Fuente: National Center for

Biotechnology Information (2021).

El ftalato de dietilo puede ser un eficaz repelente de insectos (Chen, 2005;
Ataide et al., 2020).
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5. CONCLUSIONES

1. La muestra analizada de Mentha longifolia L. presenta menor actividad

antioxidante que la muestra de Mentha piperita L.

2. Los compuestos fenolicos y, sobre todo los flavonoides, son
responsables de parte de esta capacidad antioxidante de la muestra de
M. longifolia L. tal y como se ha observado mediante el analisis del
espectro UV-Vis, los tests fitoquimicos y la valoracion de compuestos
fenolicos totales (mediante el método de Folin-Ciocalteu) y de

flavonoides (mediante el meétodo espectrofotometrico).

3. Mediante el anélisis GC-TOF se han identificado como componentes
mayoritarios de la muestra de M. longifolia L. el fenilacetaldehido, la
mentofuranona y el DDMP. Los dos primeros podrian porporcionar al
extracto de la muestra de M. longifolia L. actividad antifingica,
mientras que el DDMP participaria también en la actividad

antioxidante.
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CAPITULO 2: Tratamiento de aceitunas con extractos acuosos
de Mentha piperita L. y Mentha longifolia L. en el control de
Colletotrichum gloeosporioides (Gloeosporium olivarum),
patogeno responsable de la aceituna jabonosa.

RESUMEN

Este estudio analiza el efecto del extracto acuoso de M. longifolia L. contra la
antracnosis del olivo, enfermedad de la aceituna jabonosa, provocada por C.
gloeosporioides. Para alcanzar este objetivo se realizé la comparacion con otra
especie de menta, M. piperita L. Ademas, se realizo la elicitacion de la
produccion de metabolitos secundarios en las plantas de ambas especies
mediante dos tipos de elicitores, el elicitor abidtico fue NaCl y el biotico T.
harzianum. Se ha logrado inhibir el crecimiento del patogeno sobre las aceitunas
mediante el extracto acuoso de M. longifolia L. Los sintomas de la enfermedad
se redujeron cuando estas se sumergieron en el té, pero los resultados mas
prometedores se han logrado cuando el tratamiento realizado fue el uso de los
volatiles del té de plantas de M. longifolia L. que habian sido sometidas al
tratamiento de elicitacion bidtico con T. harzianum ya que no se visualizaron

lesiones en las aceitunas, incluso en conservacion a largo plazo.

Se han detectado 13 componentes en este extracto acuoso mediante el analisis
de GC-MS. Los mayoritarios fueron p-cymen-2-ol, 1.2 epoxy-p- menthan-3-

one, 2-pinen-4-one y mento furanona.

Estos resultados apoyan el potencial uso de este té como método de biocontrol

del patogeno responsable de la antracnosis del olivo en postcosecha.
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1. INTRODUCCION

El aceite de oliva es el Unico aceite vegetal que se extrae de un fruto, todos los
demas proceden de semillas. La palabra aceite deriva del nombre arabe “az-
zait”, que significa “jugo de oliva”. El aceite de oliva se extrae por prensado
en frio de la aceituna que se caracteriza por un color dorado o verdoso, elevada
densidad y por poseer un perfumado aroma. Ademas de las propiedades
organolépticas superiores del aceite de oliva (Kalua et al., 2007), el cultivo
del olivo esta ganando popularidad debido a la creciente conciencia del publico
sobre los beneficios para la salud asociado al consumo de su aceite (Kolainis et
al., 2020).

Los principales paises productores de aceite de oliva a nivel mundial son
Espafia (Espafia es el primer productor mundial de aceite de oliva y aceituna de
mesa), Italia, Grecia, Tunez, Turquia, Siria, Marruecos, Argelia y Portugal. En
el Mediterraneo se produce el 98% del total de aceite de oliva 'y en la Union
Europea el 80% (International Olive Oil Council; 2021). La superficie olivarera
ha aumentado notablemente en los ultimos afios en todo el mundo. Existen
proyectos para expandir la superficie oleicola en nuevas zonas para este cultivo,
como China, India, EE. UU. o Arabia Saudita.

Arabia Saudita es uno de los mayores consumidores de aceitunas y aceite de
oliva, pero su contribucién a la produccion mundial de aceite de oliva es muy
pequefia. El suelo y las condiciones climaticas del norte del Reino de Arabia
Saudita, que se asemeja a la del clima mediterraneo, favorecen el cultivo del
olivoy, por tanto, la produccion de aceites de oliva con la misma alta calidad de
los estdndares internacionales. El area cultivada y la produccion se estan
incrementando y en los ultimos 15 afios el Reino de Arabia Saudita se ha
convertido en uno de los nuevos productores de aceite de oliva del mundo. En
las tltimas tres décadas, extensas plantaciones de olivo se han establecido en las
partes del norte del pais mediante el uso de material vegetal de propagacién

obtenido de paises vecinos como Siria y Jordania (Al-Khalifah et al., 2012),
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donde muchos cultivares exoéticos y autdctonos de aceitunas se cultivan
extensamente (Al-Rugaie et al., 2016). De los ocho cultivares de olivos
exoticos cultivados en Arabia Saudita, Koroneiki es de origen griego, cinco son
espanoles (Arbequina, Arbosana, Picual, Picual H-78, K-18) y Kaissy y Sorani
tienen origen sirio. Estos cultivares, en el nuevo entorno desértico de Arabia
Saudita, han mostrado variaciones significativas en su morfologia y el
contenido de acidos grasos. EI menor contenido de &cidos grasos que presentan,
comparado con sus ubicaciones originales, se ha atribuido a una mayor
temperatura y una humedad mas baja durante el llenado del fruto (Al-Ruqgaie
etal., 2016).

En cuanto a las caracteristicas de calidad del aceite de oliva, debe existir un
equilibrio entre diversos factores que la condicionan, como son el método de
cosecha de la aceituna, el estado de madurez del fruto, la variedad, el sistema de
extraccion, el sistema de conservacion y el medio de transporte, entre los mas

importantes (Di Giovacchino, 2003).

Las aceitunas deben ser tratadas o transformadas lo antes posible después de la
recoleccion. Los frutos deben molturarse en el mas breve espacio de tiempo
posible, para obtener aceites de calidad a partir de frutos sanos. El atrojado
(sabor y olor caracteristico del aceite obtenido de aceitunas que han sufrido
cierto grado de fermentacion como consecuencia de permanecer amontonadas
antes de la molturacion o por estar en mal estado) es la principal causa del
deterioro de la calidad de los aceites al producir grave alteracion de los
caracteres organolépticos, y elevada acidez (Jiménez et al., 2002). Ya Columela
(siglo 1) en su tratado de Agricultura recomendaba la molturacion inmediata:
“El fruto que se coja cada dia, que se muela y se prense al instante”. El
almacenamiento reduce el sabor afrutado del aceite como resultado de la
reduccion de compuestos fenolicos y aldehidos y este efecto se ve agravado

con la presencia de patdgenos.
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Entre las enfermedades fungicas que afectan al olivo se encuentran (Ministerio

de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente, 2014):

— ElI Repilo causado por Fusicladium oleagineum (Spilocaea
oleaginea). Produce defoliacidn y, aunque es muy raro que este patdgeno

fangico afecte al fruto, si lo hace afecta a la calidad del aceite.

— ElI Emplomado o repilo cobrizo causado por Pseudocercospora
cladosporioides. Es una enfermedad poco frecuente que afecta a las
hojas y, de llegar al fruto, puede producir caida prematura y afectar a la

calidad del aceite.

— LaVerticilosis causada por Verticillium dahliae. Se trata de un hongo del
suelo que provoca apoplejia (muerte rapida de ramas o incluso del arbol
completo) y decaimiento lento (con defoliacion de hojas y, en ocasiones

aparicion de momias).

— ElI Escudete causada por Bostryosphaeria dothidea. Es una
enfermedad de escasa importancia que afecta al fruto verde causando
pequefas lesiones redondeadas de color pardo en las que se forman
puntitos de color negro lo que permite diferenciarla de otras
enfermedades. También presenta momificado del fruto similar al de la

Antracnosis.

— La Lepra causada por Phlyctema vagabunda. La enfermedad acaba

causando el momificado del fruto que termina cayendo al suelo.

— La Negrilla causada por varios hongos entre los que destacan
Capnodium sp., Limacinula sp. y Aureabasidium sp. Se produce una
pelicula que impide la realizacion de la actividad fotosintética.

— La Antracnosis o Aceituna jabonosa causada por un complejo de
especies fungicas del género Colletotrichum spp. Los dos sintomas de

esta enfermedad son la podredumbre de las aceitunas y la desecacion de
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las ramas. El sintoma mas caracteristico es la pudricion total o parcial de
los frutos, sobre todo en frutos maduros. Las aceitunas se secan y caen
al suelo o permanecen momificadas en las ramas. Esta enfermedad tiene
un gran impacto en la calidad del aceite. La desecacion y muerte apical
de las ramas supone que no se formen nuevos brotes, sintomas que estan

asociados a la presencia de toxinas fungicas.

La enfermedad mas importante que afecta a la aceituna es la Antracnosis
(Andres, 1991; Trapero y Blanco, 2008; Moral et al., 2009; Cacciola et
al.,2012), siendo ademas la que afecta mas negativamente a la calidad del aceite
(Garcia, 1995, 1998; Garcia et al., 1997; lannotta et al., 1997; Mincione et al.,
2004; Carvalho et al., 2008). Los zumos producidos a partir de los frutos
afectados por antracnosis muestran alteraciones en su color (aceites colorados)

y en sus cualidades quimicas y organolépticas.

En ninguno de los estudios donde se aborda la influencia de la Antracnosis en
la calidad del aceite de oliva se especifica la especie concreta de Colletotrichum
involucrada (Moral et al., 2014). El género Colletotrichum esta compuesto por
unas 600 especies que afectan a mas de 3000 especies de plantas silvestres y
cultivadas (Farr y Rossman, 2013). Esta clasificado como el octavo grupo de
hongos fitopatdgenos mas importante, desde el punto de vista economico, del
mundo (Dean et al., 2012). Entre las especies cultivadas afecta a numerosos
cultivos lefiosos (Prusky et al., 2000), como: el olivo (Olea europea L.), el
almendro (Prunus dulcis L.), el arandano (Vaccinium spp.), el mango
(Magnifera indica L.), el melocotonero (Prunus persica L.), el aguacate

(Persea americana L.) y los citricos (Citrus spp.).

En el olivo, la enfermedad se detectd inicialmente en Portugal por Almeida
(1899) y mas tarde en Espafia (donde es conocida como "aceituna jabonosa™).
Actualmente, hay registros sobre su presencia en casi todos los paises

productores de aceite de oliva de la cuenca mediterranea (Moral et al., 2017).
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La infeccion primaria en el olivo ocurre durante la primavera pudiendo afectar
a las inflorescencias, aunque en condiciones de campo tienen escasa
importancia (Sergeeva et al., 2008; Moral et al., 2009). El patégeno también
puede causar infecciones latentes (asintomaticas) en las aceitunas desde sus
primeros estadios fenoldgicos (Moral et al., 2009). La infeccion de las
aceitunas se produce a temperaturas entre 10 y 30 °C, con un éptimo entre 17
y 20 °C, y se incrementa con el periodo de humectacién (Graniti et al., 1993;
Oliveira et al., 2005; Moral et al., 2012). La epidemia suele iniciarse cuando
las temperaturas estan por debajo del éptimo lo que hace que la salida de la
latencia del patdgeno esté limitada. Como consecuencia, es frecuente que la
incidencia de aceitunas con infecciones latentes sea entre dos y tres veces
superior al de aceitunas con lesiones visibles (Moral y Trapero, 2012). En
otofio, cuando las aceitunas infectadas cambian de color, el patdgeno se
reactiva causando la tipica podredumbre de aspecto jabonoso (Cacciola et al.,
2012; Moral et al., 2009). No se conocen los procesos que desencadenan la
salida de latencia del patdgeno, aunque las aceitunas disminuyen su resistencia
con la madurez debido a la dinamica de compuestos fenélicos del fruto (Moral
et al., 2008). En etapas avanzadas de la infeccidn, los frutos caen o permanecen
en los arboles y se momifican. Estos ultimos son considerados como las
principales fuentes de indculos para las infecciones que tendran lugar a
principios de la primavera. La incidencia de la enfermedad esté relacionada con
la tasa de maduracion de las aceitunas y los sintomas se adelantan en olivos de
cultivares susceptibles (Tabla 8) cuyas aceitunas maduran mas rapido (Moral y
Trapero, 2012).
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Tabla 8. Susceptibilidad de las variedades de olivo a la antracnosis.

Variedad Grado de susceptibilidad
Alamefio de Marchena Resistente

Arbequina Moderadamente susceptible
Arbosana Resistente

Blanqueta Altamente susceptible
Callosina Altamente susceptible
Changlot Real Susceptible

Cipressino Susceptible

Cobrangosa Resistente

Cornicabra Altamente susceptible
Cornicabra de Mérida Altamente susceptible
Dolce Agogia Altamente resistente
Empeltre Altamente resistente
Farga Altamente susceptible
Frantoio Altamente resistente

Galega Vulgar

Susceptible

Gordal Sevillana

Altamente susceptible

Hojiblanca Altamente susceptible
Koroneiki Altamente resistente
Leccino Altamente susceptible

Lechin de Granada

Altamente susceptible

Lechin de Sevilla

Altamente susceptible

Manzanilla Cacerefia

Moderadamente susceptible

Manzanilla de Agua

Altamente susceptible

Manzanilla de Guadix

Susceptible

Manzanilla de Hellin

Altamente resistente

Manzanilla de Jaén

Altamente susceptible

Manzanilla Sevilla

Altamente susceptible

Manzanilla de Tortosa Susceptible
Manzanilla del Centro Susceptible
Manzanilla del Piquito Susceptible

Megaritiki Altamente resistente

Meski Altamente susceptible
Morisca Altamente susceptible
Morrut Moderadamente susceptible
Nabali Resistente

Ocal Altamente susceptible
Pajarero Resistente

Pequefa de Casalbafiez

Altamente resistente

Perillo de Jaén

Altamente resistente

Picholine Resistente
Picholine Marroqui Altamente resistente
Picual Resistente

Picual de Estepa

Altamente susceptible

Picual de Hoja Clara

Altamente susceptible

Picudo

Altamente susceptible

Picudo de Fruto Rojo

Altamente susceptible

Picudo de Montoro

Susceptible
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Racimal de Jaén Resistente

Sevillenca Altamente susceptible
Verdial de Huévar Susceptible

Verdial de Vélez-Malaga Moderadamente susceptible
Villalonga Altamente susceptible

Fuente: Moral et al. 2005

La proteccion contra la enfermedad se basa en la gestidn integrada de plagas.
Segun la guia (Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente,

2014), los Aspectos Generales de la Gestidn Integrada de Plagas incluyen:

1. En el control de plagas, enfermedades y malas hierbas se antepondran,
siempre que sea posible, los métodos bioldgicos, biotecnologicos, culturales y
fisicos a los métodos quimicos. Estos métodos se utilizaran en el marco de
estrategias que incluyan todos los aspectos de la explotacion y del sistema de

cultivo que favorezcan su control.

2. La evaluacion del riesgo de cada plaga, enfermedad o mala hierba
podra realizarse mediante evaluaciones de los niveles poblacionales, su estado
de desarrollo y presencia de fauna util, fenologia del cultivo, condiciones
climaticas u otros parametros de interés, llevadas a cabo en las parcelas sobre
las que se ha de decidir una actuacion. En el caso de cultivos que se realicen de
forma similar en diversas parcelas, se podra establecer que la estimacion del

riesgo se realice en unidades territoriales homogéneas mayores.

3. La aplicacién de medidas directas de control de plagas y malas hierbas
s6lo se efectuara cuando los niveles poblacionales superen los umbrales de
intervencién, cuando estos se encuentren fijados. Salvo en los casos de
intervenciones preventivas, las cuales deberan ser justificadas en cualquier

Caso.

4. En caso de resultar necesaria una intervencion con productos quimicos,
las materias activas a utilizar se seleccionaran siguiendo el criterio de elegir
aquellas que proporcionen un control efectivo y sean lo mas compatibles

posible con organismos no objeto de control, evitando perjudicar a
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controladores naturales de plagas y a insectos beneficiosos como las abejas.
Deberan presentar el menor peligro posible para humanos, ganado y generar el

menor impacto para el medio ambiente en general.

Ademas, se tomaran las medidas oportunas para afectar lo menos posible a la
biodiversidad, protegiendo la flora y la fauna en las inmediaciones de las
parcelas. Las aplicaciones se realizaran con el equipo necesario y las
condiciones climaticas adecuadas y evitando dias lluviosos para minimizar

riesgo de derivas de los productos fuera de las zonas a tratar.

En todo caso, s6lo podran utilizarse en cada momento productos autorizados
para el uso pretendido inscritos en el Registro de Productos Fitosanitarios del
Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente, y aprobados
expresamente para el cultivo en que se apliquen. A fecha de hoy solo hay tres
materias activas autorizadas para la aceituna jabonosa en el cultivo del olivo:
DODINA (comercializada por ARYSTA LIFESCIENCE BENELUX bajo dos
formulaciones  denominadas  “Syllit Max” 'y  “Syllit  Flow”),
PIRACLOSTROBIN (comercializada por BASF ESPANOLA S.L.U. bajo la
formulacion denominada “Cabrio”) y TRIFLOXISTROBIN (comercializada
por BAYER CROPSCIENCE, S.L. bajo la formulacion denominada “Flint”).

5. Laaplicacion de productos quimicos se efectuara de acuerdo con sistemas
de prediccion y evaluacion de riesgos, mediante las dosis, nimero y momento
de la aplicacion autorizados, tal y como se refleja en las etiquetas, siguiendo las

recomendaciones e instrucciones dictadas por el asesor.

6. Se conservara un listado actualizado de todas las materias activas que
son utilizadas para cada cultivo y en cada parcela y/o recinto SIGPAC. Este
listado deberd tener en cuenta cualquier cambio en la legislacion sobre

fitosanitarios.
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7. La presencia de residuos deberd minimizarse mediante cumplimiento
estricto de los plazos de seguridad, para los que se encuentra autorizado el

producto.

8.  Con objeto de disminuir el riesgo de la contaminacion proveniente de los
restos de fitosanitarios que quedan en los envases de productos liquidos se
efectuara un triple enjuagado de los mismos después de su empleo. El agua de

enjuagado se afiadira al tanque de aplicacion.

9. En el caso de que quede liquido en el tanque por un exceso de mezcla, o
si hay tanques de lavado, estos deben aplicarse sobre el mismo cultivo, siempre
gue no supere la cantidad de materia activa por hectarea permitida en la
autorizacion del producto. No obstante, cuando estén disponibles, se dara
preferencia a la eliminacion de estos restos mediante instalaciones o
dispositivos preparados para eliminar o degradar residuos de productos
fitosanitarios, segun lo dispuesto en el articulo 39 del Real Decreto 1311/2012.
En el caso de no poder cumplir estas exigencias, se deberan gestionar por un

gestor de residuos debidamente autorizado.

10. Los fitosanitarios caducados solamente pueden gestionarse mediante un
gestor de residuos autorizado. Los envases vacios deben entregarse a los puntos
de recogida del sistema colectivo que los ampara o al punto de venta,

previamente enjuagados tres veces cuando se trate de productos liquidos.

11. La maquinaria utilizada en los tratamientos fitosanitarios se sometera a
revision y calibrado periodico todos los afios por el titular, asi como a las

revisiones oficiales establecidas en las disposiciones vigentes en la materia.

12.  Los volumenes maximos de caldo y caudal de aire en los tratamientos
fitosanitarios se ajustaran a los parametros precisos, teniendo en cuenta el
estado fenoldgico del cultivo para obtener la maxima eficacia con la menor

dosis.
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13. Con objeto de reducir la contaminacion de los cursos de agua se
recomienda establecer y mantener margenes con cubierta vegetal a lo largo de

los cursos de agua/canales.

14.  Con objeto de favorecer la biodiversidad de los ecosistemas agricolas
(reservorios de fauna auxiliar) se recomienda establecer areas no cultivadas en

las proximidades a las parcelas de cultivo.
15.  Practicas prohibidas:

« Utilizacion de calendarios de tratamientos, al margen de las

intervenciones preventivas debidamente justificadas.

» Abandonar el control fitosanitario antes de la finalizacion del ciclo
vegetativo del cultivo.

 El vertido, en el agua y en zonas muy proximas a ella, de liquidos
procedentes de la limpieza de maquinaria.

« Aplicar productos fitosanitarios en condiciones meteorologicas
desfavorables.

Se priorizaran siempre las medidas de prevencion y/o culturales, seguidas por

las medidas alternativas al control quimico y por ultimo los medios quimicos.

En el caso de la Antracnosis en el olivar las medidas de prevencién y culturales
incluyen, en nuevas plantaciones, la utilizacion de variedades resistentes como
“Picual” y “Frantoio” (ver Tabla 8) y evitar las altas densidades de plantacion.
El problema, en el caso del olivar, es la identificacion que existe entre el
cultivar y el aceite salvo que este se comercialice como aceite monovarietal.
En cuanto a las técnicas culturales, es importante retirar los frutos afectados del
suelo o ramas, o directamente eliminar las ramas con abundantes frutos
momificados. En cuanto a la intervencion, se recomienda tratar solo si hay
constancia de la presencia de la enfermedad, pudiendo hacerse tratamientos

preventivos. Se incluye el uso de productos quimicos fitosanitarios (los
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fungicidas con base de cobre son los mas comunmente aplicados), aunque es

preciso comprobar la pertinente autorizacion para su uso.

Sin embargo, la ineficacia para controlar la enfermedad indica que se requiere
mas investigacion para adquirir conocimientos relativos que puedan ser
explotados en el disefio de estrategias fitosanitarias avanzadas y optimizadas.
Recientemente, se han desarrollado trabajos de biocontrol mediante el uso de
agentes de control bioldgico como levaduras (Pesce et al., 2018) y de extractos

vegetales como el de cascara de granada (Pangallo et al., 2017).

Varias especies del género Mentha son conocidas por sus propiedades
antifingicas (Singh y Pandey, 2018). La efectividad de los tratamientos
depende fundamentalmente de los metabolitos presentes en los aceites y

extractos de estas especies.

Los metabolitos secundarios son conocidos por su capacidad para impedir el
crecimiento de otros organismos, sobre todo microorganismos. Los metabolitos
secundarios vegetales ademas de no presentar una funcion definida en procesos
fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de solutos o
sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos. Presentan una distribucion
restringida en el reino vegetal, es decir, no todos los metabolitos secundarios
se encuentran en todos los grupos de plantas. Se sintetizan en pequefias
cantidades y no de forma generalizada, estando a menudo su produccién
restringida a un determinado género de plantas, a una familia, o incluso a
algunas especies y algunos intervienen en los mecanismos de defensa de las
plantas frente a diferentes patdgenos, actuando como pesticidas naturales
(Avalos y Pérez-Urria, 2009). La cantidad de estos metabolitos es un factor
fundamental para establecer su actividad en el control de los hongos

fitopatdgenos (Freiesleben y Jager, 2014).

La sintesis industrial de estos compuestos tiene un éxito limitado y, en

consecuencia, el metabolismo secundario contribuye a la importancia
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economica de las plantas, que pueden convertirse en biofabricas (Vasconsuelo
y Boland, 2007). A pesar de los avances en el area de la biotecnologia vegetal
para la produccion de metabolitos utiles, en la mayoria de los casos, los niveles
obtenidos no permiten la produccién comercial de compuestos naturales
(Vasconsuelo y Boland, 2007). Sin embargo, la industria necesita un sistema
de produccion que garantice un producto funcional y rentable (Torres-
Contreras et al., 2014). Una estrategia biotecnoldgica seria la modificacion del
genoma vegetal para lograr la expresion de metabolitos de interés en diferentes
especies (Marti etal., 2020) o para incrementar la expresion de genes propios
(Sanchez-Mufioz et al., 2020; Samad et al., 2020), pero esta alternativa es

controvertida para la opinién publica.

La elicitacion es un conjunto de técnicas en las que se somete las celulas a
factores externos, induciendo mecanismos de defensa que en ocasiones
incrementan la sintesis de metabolitos especificos. Dichos factores son
Ilamados elicitores y se clasifican de acuerdo a su naturaleza, en bioticos y
abidticos. La elicitacion mediante la adicidon exdgena de inductores en el medio
de cultivo o0 mediante condiciones ambientales (estrés térmico, osmotico o
ultravioleta) desencadena la respuesta al estrés con una mejora concomitante
en la produccion de metabolitos secundarios (Narayani y Srivastava, 2017;
Thakur et al., 2019).

En este trabajo se ha pretendido incrementar la cantidad de metabolitos
secundarios en plantas de especies del género Mentha mediante tratamiento
bidtico como por ejemplo los producidos por organismos beneficiosos como
Trichoderma harzianum y abiotico mediante estrés osmatico con tratamiento de
NaCl.

El género Trichoderma fue descrito por Persoon en 1794. Posteriormente, Rifai
hizo el primer agrupamiento en especies agregadas que se utiliza hasta el
presente, a pesar de las dificultades que se presentan para la identificacion de

especies por este método, debido a la cercania morfoldgica y la evolucion de las
129



mismas. Son hongos saprofitos del suelo y la madera, de crecimiento muy
rapido. Las especies de este genero se encuentran ampliamente distribuidas por
todas las latitudes, y se presentan naturalmente en diferentes ambientes,
especialmente en aquellos que contienen materia organica o desechos vegetales

en descomposicion.

La accion de Trichoderma como micoparasito natural se demostrd por
Weindling en 1932, y su utilizacion en experimentos de control bioldgico se
implemento a partir de 1970, cuando se incrementaron los estudios de campo
para su uso en cultivos de hortalizas y ornamentales. No obstante, la
informacion sobre su empleo en la produccion agricola es insuficiente y

dispersa.

La capacidad de producir diversos metabolitos y de adaptacion a diversas
condiciones ambientales y sustratos, confiere a Trichoderma la posibilidad de
ser utilizado en la industria biotecnoldgica. Una de las potenciales utilidades es
la induccion de la produccién de metabolitos secundarios en las plantas, entre

los cuales se encontrarian antioxidantes (Vinale et al., 2008).

La salinidad es un gran estrés que afecta adversamente el crecimiento de las
plantas y a la produccién de cultivos. Los tratamientos con NaCl provocan la
deshidratacion celular que provoca, a su vez, el estrés osmatico y la salida del
agua del citoplasma provocando una reduccién en el volumen del citoplasma
y, como consecuencia, en el celular. El estrés ionico y/u osmotico generado en
la planta por el cloruro sédico provoca la acumulacion o reduccion de
metabolitos secundarios especificos (Tabla 9) en las plantas (Mahajan y
Tuteja, 2005). Por ejemplo, el incremento del contenido en polifenoles en
diferentes tejidos en plantas sometidas a estrés salino se ha demostrado en

diversas especies vegetales (Bennet y Wallsgrove, 1994).
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Tabla 9. Metabolitos secundarios en diferentes especies vegetales que alteran

su cantidad por tratamiento con cloruro sodico. Adaptado de Parvaiz y

Satyavati (2008).

Metabolito
secundario

Sorbitol
GABA
Flavonoids
Jasmonic acid
Polyphenol
Tropane alkaloids
Anthocyanins
Trigonelline
Glycinebetaine
Polyamines
Glycine betaine

Sucrose and Starch

Especie
vegetal

Lycopersicon esculentum
Sesamum indicum L.
Hordeum vulgare
Lycopersicon esculentum
Cakile maritima
Datura innoxia
Grevillea spec.
Glycine max
Trifolium repens
Oryza sativa
Triticum aestivum

Cenchrus pennisetiformis
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2. OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es analizar la capacidad fungicida/fungistatica del
extracto acuoso de M. longifolia L. para el biocontrol de C. gloeosporioides,
hongo responsable de la aceituna jabonosa o antracnosis, previo al

procesamiento del fruto para la extraccion de aceite en almazara.

Para lograr este objetivo general se han planteado los siguientes objetivos

parciales:

- Elicitar la produccion de diferentes metabolitos en plantas de M.
longifolia L. mediante un elicitor bidtico (Trichoderma harzianum) y
otro abidtico (NaCl).

- Analizar el biocontrol de C. gloeosporioides por contacto directo con

el extracto acuoso de M. longifolia L. y aceitunas.

- Analizar el biocontrol de C. gloeosporioides por contacto con los
compuestos organicos volatiles del extracto acuoso de M. longifolia

L. y aceitunas.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 El cultivo de plantas y el tratamiento inductor

En este experimento se germinaron dos especies de menta. Las semillas de
Mentha piperita L. de origen comercial y las de Mentha longifolia L. fueron

recolectadas en Al_ Baha al sur de Arabia Saudi.

Se imbibieron las semillas con 50 mL agua estéril hasta su germinacién en
placas Petri con papel de filtro estéril, en camara de cultivo a 22+2°C, con
fotoperiodo 16 horas de luz/8 horas de oscuridad. Tras la emersion de la
radicula la humedad se mantuvo con 30 mL de agua estéril cada 3 dias hasta
que emergieron los cotiledones. Una vez germinadas las semillas, las
plantulas fueron plantadas en semilleros con sustrato estéril y mantenidas en

las mismas condiciones de cultivo.

A las cuatro semanas las plantulas fueron trasplantadas a macetas de aluminio
de 500 mL; siete plantulas/maceta. Cada maceta constituye una unidad
experimental (n). Todos los tratamientos se realizaron con tres réplicas y tres

repeticiones (n=9).

Se mantuvieron en las mismas condiciones de cultivo una semana para su

aclimatacion al nuevo recipiente antes de comenzar los tratamientos.

Para los tratamientos se regaron las macetas con 10 mL de solucién cada dia.

Las soluciones fueron las siguientes:
1.- Agua estéril para el tratamiento control.

2.- 0.2 mg de Trichoderma harzianum (Koppert) aplicados al sustrato el

primer dia y riego con agua estéril el resto de los dias.

3.- 10 mL de una solucién estéril de NaCl 0.5%.
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3.2 Datos morfologicos

Los datos morfoldgicos que se tomaron de cada planta fueron los siguientes:

peso seco, longitud del tallo, longitud de la raiz y nimero de hojas.

3.3 Obtencion del extracto acuoso

Se recolectaron las hojas de las plantas y se congelaron a -20°C durante 24

horas previo a su liofilizacion durante 24 horas.

Tras la liofilizacion se trituraron en mortero las hojas liofilizadas hasta
pulverizarlas y se procedio a la preparacion del extracto acuoso. Los extractos
acuosos se obtuvieron con 1 gr de material liofilizado y pulverizado en 100 mL
de agua estéril hirviendo para la infusion. La infusion se filtré con papel de
filtro estéril y se conservé a 4°C hasta su uso. Para su uso los extractos se

filtroesterilizaron (Figura 19).
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Figura 19. Protocolo de preparacion de los extractos acuosos.
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3.4 Actividad Antioxidante (DPPH)

El barrido de radicales libres se midié como se describe por Brand-Williams
et al., (1995). Se prepararon una serie de soluciones del extracto en Metanol
al 80% en el intervalo de concentracion de 0,01 a 1,0 mg/mL, y el DPPH en
la concentracién de 0,3 mM en metanol al 80% con el propdsito de la

determinacion de la actividad antioxidante.

Se mezclaron 0,3 mL de la solucion de extracto de cada concentracion y 2
mL de DPPH. Después de 30 minutos de incubacién a temperatura ambiente
en oscuridad, la absorbancia se midié a 517 nm de longitud de onda en el

espectrofotometro.

La capacidad de neutralizar los radicales libres se calcula segun la siguiente

ecuacion:

IDPPH % = [(AbS control = (AbS muestra"a\bS blanco))/'a\bS control] X 100

3.5 Determinacion del contenido total de compuestos fenoélicos

El ensayo Folin-Ciocalteu se utiliz6 como medida del contenido en
compuestos fendlicos totales en productos vegetales. Se basa en que los
compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH
basico, dando lugar a una coloracion azul susceptible de ser determinada
espectrofotométricamente a 765 nm. El contenido total de compuestos
fenolicos en los extractos se determina de acuerdo con el reactivo de Folin-
Ciocalteu (FC) utilizando el acido galico como el estandar.
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La solucion de extracto en metanol 80% (0,1 mL de extracto) se mezcld con
el reactivo de FC (0,5 mL) y una solucion acuosa de Na,COs; (4 mL, 7.5%)
después de 30 min de incubacién a temperatura ambiente, la absorbancia del

compuesto se midié a 765 nm mediante un espectrofotometro.

El contenido total de fendlicos se expresé como mg de cido galico/g de

extracto seco y se calcula usando la ecuacion de la curva estandar:

Absz65=12.722[Acido gélico (pl/mL)]+0.0034

3.6 Determinacion del contenido total de flavonoides

El contenido de los flavonoides totales en los extractos se determina mediante
el método espectrofotométrico, que se basa en la produccion de compuestos

complejos de flavonoides con cloruro de aluminio.

Cada extracto de planta (2mL) en metanol 80% se mezcld con 0,1 mL de

cloruro de aluminio y 0,1 mL de acetato potasico y 2,8 mL de agua destilada.

Después de 30 minutos de incubacidn a temperatura ambiente, la absorbancia

de la mezcla de reaccion se midio a 415 nm en relacion al agua destilada.

La rutina fue elegida como el estandar y el contenido total de flavonoides se
expresd como mg de rutina/ g de extracto seco, y se calculé segun la siguiente

ecuacion:

ADbs415=7.2328 [Rutina (ul/mL)]-0.2286
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3.7 Analisis cualitativo de los extractos acuosos mediante GC-TOF

Las muestras se analizaron en un cromatégrafo de gases 7890A (Agilent)
acoplado a un espectrometro de tiempo de vuelo GCT Premier (Micromass).
Se introdujo 1 uL de muestra en el inyector en modo dividido (relacion 1: 5)
a 250 ° C. Los compuestos se separaron en una columna DB-wax Ul (30 m
0,25 mm x 0,25 um, Agilent). Se utiliz6 helio como gas portador con un
caudal de 1 mL / min. La temperatura del horno se elevo de 60 °C a 90 °C a
15 °C / min, se mantuvo durante 5 min a 90 °C y se aumento a 250 °C a 15

°C / min y se mantuvo durante 7 min. La fuente de iones utilizada fue el

Impacto de electrones y el intervalo de masas utilizado fue 50-500 m/ z.

El analisis de los datos se realizo con el software Mass Lynx y la
identificacion de los metabolitos se realizo con los metabolitos con la
biblioteca de espectros NIST MS 2.0. Este analisis se realizo en el Centro de

Apoyo a la Investigacion (CAI), Unidad de Espectometria de Masas-UCM.

3.8 Cultivo de Colletotrichum gloeosporioides

En la presente investigacion, el patdgeno Colletotrichum gloeosporioides se
obtuvo de la coleccion del Grupo de Investigacién FiVe-A. El hongo se
cultivd nuevamente en un medio solido en el que se incub6 por un mes a
28°C en oscuridad en la camara del cultivo. ElI medio contenia 12 g de
Maizenay 7,5 g de PDA en 500 mL de agua.
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3.9 Tratamientos de aceitunas con extractos acuosos de plantas de M.
piperita L. y M. longifolia L. mediante inmersion. Evaluacion de los
extractos acuosos en el control de C. gloeosporioides.

Se recolectaron aceitunas maduras en el mes de diciembre. Las aceitunas se
pusieron en botes meli estériles con infusiones de M. longifolia L., M. piperita
L.y, como especie ajena, M. spicata L. Las infusiones se prepararon segun el
apartado 3.3. Un total de 9 aceitunas se trataron en cada bote con el extracto
correspondiente o el control con agua estéril. Previamente a sumergir las
aceitunas en cada bote se realizé una asepsia en los frutos consistente en 1
minuto en etanol al 70% y tres lavados con agua destilada estéril. Se
afiadieron a cada bote tres discos miceliares de Colletotrichum
gloeosporioides (causante de la enfermedad ‘“aceituna jabonosa”)
procedentes de cultivo (Figura 20). Todo el proceso se realiz6 en condiciones
asépticas en cabina de flujo laminar. Se fueron tomando datos todos los dias
de los sintomas asociados a enfermedad en las aceitunas (aparicion de
micelios o manchas y/o podredumbres), durante cuatro semanas.
Transcurrido este periodo se sacaron las aceitunas y se mantuvieron en placas
Petri estéeriles y a condiciones ambientales durante una semana para valorar
la aparicion de sintomas, tomando datos en dias alternos. De las aceitunas
lavadas se obtuvo el aceite mediante procedimiento de extraccion mecanica

en frio.
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Té de menta C glcgesp;)roides

Figura 20. Protocolo de inoculacién de C. gloeosporioides sobre aceitunas en
el tratamiento de contacto directo (inmersidn) con el extracto acuoso de M.

longifolia L.

3.10 Tratamientos de aceitunas con extractos acuosos de plantas de M.
piperita L.y M. longifolia L. sin contacto directo. Evaluacion de compuestos
organicos volatiles en el control de C. gloeosporioides.

Se recolectaron aceitunas maduras en el mes de diciembre. Las aceitunas se
pusieron en botes meli estériles con infusiones de M. longifolia L. y M.

piperita L.

Las infusiones se prepararon llevando 50 mL de agua esteéril caliente con
1,50 g del material liofilizado y pulverizado, en este caso fueron 6 (Mentha
piperita L., Mentha piperita L. tratada con NaCl, Mentha piperita L. tratada
con Trichoderma harzianum, Mentha longifolia L., Mentha longifolia L.

tratada con NaCl, Mentha longifolia L. tratada con Trichoderma harzianum).
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Después se filtraron para eliminar restos de hoja y se esterilizaron con Filtros
Jeringa Acetato de Celulosa Serie T de 20 um y se dejaron enfriar a temperatura

ambiente hasta su uso.

Previamente antes de poner las aceitunas en cada bote, se realiz6 una asepsia en
los frutos, consistente en 1 minuto en etanol al 70% y tres lavados con agua
estéril. Se afadieron a cada bote tres discos micelares de Colletotrichum
gloeosporioides (causante de la enfermedad “aceituna jabonosa’) procedentes de
cultivo en PDA de un mes de antigiiedad. Todo el proceso se realizO en

condiciones asépticas en cabina de flujo laminar.

Después de filtrar las infusiones, y poner cada infusion filtrado en un bote, se
colocd una rejilla de plastico y se pusieron nueve aceitunas encima de cada
una, para examinar el efecto de los compuestos organicos volatiles en proteger

las aceitunas del hongo (figura 21).

Té de menta G glc;espbroides

Figura 21. Protocolo de inoculacion de C. gloeosporioides sobre aceitunas en el
tratamiento con compuestos organicos volatiles del extracto acuoso de M.
longifolia L.
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Los botes se colocaron en una caja y se pusieron a incubar en la camara del
cultivo (figura 22). Se fueron tomando notas de los sintomas asociados a la
enfermedad en las aceitunas (aparicion de micelios o manchas y/o

podredumbres), durante cuatro semanas.

Mentha longifolia L. Mentha piperita L.
@\ /4 4 | ’ 5 [ " /3 G (¥ [ (% A (A ( ’ 4
b\ o] @\ %{" A\ ,_\j\a\
Control T. harzianum NaCl Control T. harzianum NacCl
INCUBACION

N\ @\ o\ @\

OBSERVACION DE SINTOMAS

Figura 22. Representacion de la incubacion de los botes con aceitunas
inoculados con C. gloeosporioides en el tratamiento con compuestos

organicos volatiles del extracto acuoso de M. longifolia L. y M. piperita L.

3.11 Analisis estadistico

El tratamiento estadistico de los resultados obtenidos en los experimentos
realizados consistio en el analisis de la varianza mediante la realizacion de
una ANOVA multifactorial, con la que se establecio si existia una diferencia
significativa entre los distintos tratamientos, a la vez que nos aseguraba la
inexistencia de datos aberrantes. Para dividir los resultados en grupos
homogéneos se recurri6 a un test de Duncan de mdaltiples rangos,
considerando un nivel de significacion de 0,05. Para todos los analisis se
utilizo el programa estadistico STATISTICA 6.0.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En las plantas control, no sometidas a tratamientos de estrés biotico o abiotico
no se apreciaron diferencias significativas entre las dos especies de menta
analizadas, M. piperita L. (MP) y M. longifolia L. (ML), para los pardmetros
longitud de tallo (19.12 cm de media en MP y 14.13 cm de media en ML) y
numero de hojas (20.83 hojas de media en MP y 29.29 en ML) en plantas de
una semana de edad. Sin embargo, si se observaron diferencias en el sistema
radical y la longitud de la raiz principal de ML resulto ser superior a la de MP
(Figura 23). En cuanto al peso seco, se encontraron diferencias significativas

entre ambas especies 1,32 g para ML y la mitad (0,65 g) para MP.
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Figura 23. Longitud de la raiz principal de plantas de M. piperita L. (MP) y
M. longifolia L. (ML) de una semana de edad. * Indica diferencias

significativas segun el test de Duncan para p<0.5.

Resultados opuestos se obtuvieron a las dos semanas de edad, la longitud de
la raiz principal se habia igualado en las plantas control de dos semanas de
edad (6,84 cm de media para MP y 8,38 cm para ML), y lo mismo sucedio
con el peso seco (1,35 g para ML y 1,46 g para MP). Los otros dos parametros
medidos, longitud del tallo y numero de hojas (Figura 24) si mostraron

diferencias significativas entre ambas especies.
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Figura 24. Longitud del tallo y niumero de hojas de plantas de M. piperita L.

(MP) y M. longifolia L. (ML) de dos semanas de edad. * Indica diferencias

significativas segun el test de Duncan para p<0.5.

4.1 Tratamiento de estrés abidtico (NaCl)

Cuando las plantas estan expuestas a la salinidad en experimentos de

laboratorio, se produce una caida rapida y temporal de la tasa de crecimiento,

seguido de una recuperacion de la misma. Los efectos temporales no se

pueden atribuir de forma especifica a la salinidad y pueden ser consecuencia

ademas de estrés hidrico.
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En este experimento los efectos del tratamiento con NaCl en el crecimiento
resultaron mas obvios en Mentha piperita L. que en Mentha longifolia L.
(Figura 25). No se apreciaron diferencias significativas entre ambas especies
para los parametros longitud de tallo y longitud de la raiz principal, aunque
se aprecié cierta tendencia de M. longifolia L. hacia unas raices mas largas
en las plantas sometidas a estrés salino que en las del control, mientras que
en el caso de M. piperita L. la tendencia fue justo la inversa. Si se observaron
diferencias significativas en el pardmetro nimero de hojas, la pérdida de hojas
resultd6 mucho mas importante en el caso de M. longifolia L. (Figura 25),
mientras que no se apreciaron diferencias significativas en el caso de M.
piperita L. En el caso de ambas especies se apreciaron dafios en hojas y tallos
que tenian aspecto seco/quemado (Figura 25). En cuanto al peso seco no se
observaron diferencias entre las plantas tratadas y no tratadas para ninguna

de las dos especies.

El estrés por salinidad tiene diversos efectos sobre las respuestas biologicas
y fisiologicas de las plantas tales como el crecimiento, la floracion, la
nutricion mineral y el metabolismo secundario. Extensos estudios han puesto
de manifiesto diversas respuestas al estrés salino en diferentes especies de
plantas. En especies haldfilas, el crecimiento no se ve afectado (e incluso
puede verse estimulado) por la salinidad, pero en especies glicofilas, se
observa la respuesta opuesta (Biswas et al., 2011). Segun los resultados del
experimento este efecto se observo en M. piperita L. cuando el NaCl causo
una reduccion en la longitud de la raiz principal y en la longitud del tallo,
mientras que en M. longifolia L. la longitud de la raiz principal mostro
medidas mas altas en las plantas tratadas que en las plantas no tratadas con
NaCl (aunque las diferencias no son significativas) mientras que el niumero
de hojas se redujo a causa del NaCl en las dos especies. Este resultado es
coincidente con Queslati el al. (2010) quienes encontraron que las hojas y

tallos de M. pulegium L. son mas sensibles que las raices a la salinidad.
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Figura 25. Longitud del tallo, longitud de la raiz principal y namero de hojas

de plantas de M. piperita L. (MP) y M. longifolia L. (ML) de una semana de
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edad, sometidas a tratamiento con NaCl y plantas control (C). A) Detalle de
hoja seca de planta de M. longifolia L. sometida a tratamiento con NaCl, B)
Detalle de planta de M. piperita L. sometida a tratamiento con NaCl. Letras
diferentes indican diferencias significativas segin el test de Duncan para

p<0.5.

4.2 Tratamiento con Trichoderma harzianum

En las plantas que fueron tratadas con Trichoderma harzianum se observé
una tendencia a un mayor crecimiento que en las plantas control (Figura 26).
Este efecto resultd muy similar para ambas especies, aunque las diferencias
no fueron significativas, salvo en el nimero de hojas, parametro para el que

M. longifolia L. si mostro un efecto positivo.

En lo referente al peso seco si se observo un incremento significativo del
mismo en las plantas tratadas con T. harzianum. En el caso de M. piperita L.
el peso medio alcanz6 2,59 g en las plantas tratadas mientras era de 1,46 g en
las plantas control. En el caso de M. longifolia L. el peso medio alcanzé los
2,66 g en las plantas tratadas mientras era de tan s6lo 1,35 g para las no

tratadas.

La aplicacion del producto en base a Trichoderma incrementa la altura del
tallo, la longitud de la raiz y, de forma significativa, el nimero de hojas en
las plantas de M. longifolia L. del ensayo. Varios estudios han demostrado
que el mayor crecimiento de las plantas mediado por Trichoderma esta
relacionado con el nivel de colonizacion y el grado de micelio externo, siendo
este Gltimo necesario para la absorcion de fosforo (Sanders et al., 1977;
Tommerup, 1983). Trichoderma harzianum aumenta la solubilidad del fosfato
y micronutrientes tales como iones zinc, cobre, hierro y manganeso que tienen
baja solubilidad y, ademas, estimula la secrecion de enzimas exdgenas,
sideroforos y vitaminas que juegan un papel importante en el crecimiento
vegetal.
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Figura 26. Longitud del tallo, longitud de la raiz principal y nimero de hojas
de plantas de M. piperita L. (MP) y M. longifolia L. (ML) de dos semanas de
edad, sometidas a tratamiento con Trichoderma harzianum (Trh) y plantas
control (C). A) Plantas de M. longifolia L. en tratamiento con T. harzianum;
B) Detalle de sistema radical de planta de M. longifolia L. en tratamiento con
T. harzianum. EI asterisco indica diferencias significativas segun el test de

Duncan para p<0.5.

4.3 Capacidad antioxidante total

En el caso de los tratamientos efectuados sobre M. piperita L. tanto el NaCl
como T. harzianum supusieron una reduccion en la actividad antioxidante de
las plantas tratadas (Figura 27). Un resultado diferente se obtuvo en el caso
de M. longifolia L. El tratamiento de las plantas con NaCl no supuso un
cambio significativo en la capacidad antioxidante, mientras que con el
tratamiento con T. harzianum se produjo un incremento de la misma (Figura
27).

Las plantas de M. piperita L. en tratamiento con NaCl mostraron una
capacidad antioxidante total muy inferior a las plantas control, mientras que
no se detectaron diferencias en M. longifolia L. El hecho de que las plantas
de M. longifolia L. mostraran menores reducciones en crecimiento y no
viesen afectada su capacidad antioxidante podria estar relacionada con una

mayor tolerancia de esta especie a la salinidad (Kaur et al., 2014).
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Figura 27. Capacidad antioxidante medida con el ensayo DPPH en plantas
control y tratadas con NaCl y Trichoderma harzianum (Trh) de M. piperita
L. (MP) y M. longifolia L. (ML). Letras diferentes indican diferencias

significativas segun el test de Duncan para p<0.5.

En el caso de las plantas tratadas con Trichoderma se observan efectos
inversos para la capacidad antioxidante entre las dos especies, mientras que
en M. longifolia L. se produce un incremento, en M. piperita L. se produce
una reduccion. Estos resultados estan también relacionados con el
crecimiento de las plantas ya que los efectos positivos sobre el mismo se
observan fundamentalmente en M. longifolia L. La capacidad antioxidante de
las plantas se puede ver incrementada en el tratamiento con Trichoderma
(Singh y Singh, 2015).

149



4.4 Contenido de compuestos fenoélicos totales

El ensayo demuestra que la M. piperita L. tiene un contenido de compuestos
fenolicos mas elevado que M. longifolia L. Este contenido se incrementd en
las plantas tratadas con T. harzianum mientras que el tratamiento con NaCl
produjo una reduccion significativa del mismo. El contenido de compuestos
fenolicos en M. longifolia L. no se vio alterado por el tratamiento con T.

harzianum (Figura 28).

El estrés salino reduce los fenoles totales (Figura 28) y como consecuencia

la capacidad antioxidante fue menor en las plantas tratadas con NacCl.
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Figura 28. Contenido de fenoles totales calculado mediante el ensayo Folin-
Ciocalteu plantas control (C) y tratadas con NaCl y Trichoderma harzianum
(Trh) de M. piperita L. (MP) y M. longifolia L. (ML). Letras diferentes

indican diferencias significativas segun el test de Duncan para p<0.5.

4.5 Contenido total de flavonoides

Segun este experimento M. piperita L. y M. longifolia L. no difieren en el
contenido de flavonoides (Figura 29). EI NaCl disminuye el contenido de
flavonoides en ambas especies, aunque ligeramente mas en el caso de las
plantas de M. longifolia L. que en las de M. piperita L. El resultado en el caso
de las plantas tratadas con T. harzianum es diferente, en M. longifolia L. se
redujo de las plantas control a las tratadas mientras que en M. piperita L. se

incrementaron para las tratadas.

El contenido total de flavonoides y fenoles de las dos especies no justifica
su capacidad antioxidante en el tratamiento con Trichoderma harzianum. Los
compuestos fenolicos y flavonoides se consideran el compuesto antioxidante
principal en la infusion. Sin embargo, de acuerdo con (Bohnert y Jensen,
1996), los hidratos de carbono también pueden actuar como eliminadoras de

ROS y contribuir a la estabilizacion del estrés oxidativo.
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Figura 29. Contenido de flavonoides en plantas control (C) y tratadas con
NaCly Trichoderma harzianum (Trh) de M. piperita L. (MP) y M. longifolia
L. (ML). Letras diferentes indican diferencias significativas segun el test de

Duncan para p<0.5.
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4.6 Analisis cualitativo mediante GC-TOF

Existen muchas referencias bibliograficas en cuanto la composiciéon, y los
compuestos mayoritarios de los géneros de menta, mediante el uso del
extracto metandlico y etilico de las hojas de la menta analizandolo con el
método GC-MS. En nuestro estudio hemos optado por analisis el extracto

acuoso de la parte aérea de la planta.

A continuacidn, en la Tabla 10, se muestran la composicion quimica para cada
uno de los extractos acuosos de los dos géneros de la menta estudiado: M.
piperita L. (MP) y M. longifolia L. (ML) con los tratamientos de NaCl y T.

harzianum (Trh).

Tabla 10. Analisis cualitativo mediante GC-TOF, del extracto acuoso de
plantas control (C) y tratadas con NaCl y Trichoderma harzianum (Trh) de
M. piperita L. (MP) y M. longifolia L. (ML).

Area | Area| Area| Area | Area | Area

MP MP MP ML ML ML
Namero Nombre del

compuesto Control | Trh | NaCl | Control | Trh | NaCl

(ua) | (ua) | (ua) | (ua) | (ua) | (ua)

1 3metylcycloheanone 324 129

2 3,4-dimethylstyrene 196 149 | 172

3 Methylformiarte 533 373 | 696 526 537 | 487

4 Trimethylsilyfluoride 991 | 1032

5 Burneol 137

6 1.2 epoxy-p-menthan- 700 1007 | 2174
3-one
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7 Methoxy-phenyl- 164 210 | 201
oxime
8 1,2Cyclopentanedione 173
9 P-Menthan-1,8-dien- 150
3-one
10 2-pinen-4-one 151 1579 2539
11 Mint furanone 2097 | 1155|2919 | 1089 | 2129 | 433
12 2-ally-4- 284
methylphenol
13 Phenol 438 466 | 704 567 813 | 489
14 p-cymen-2-ol 943 226 | 338 1557 | 1886 | 1599
15 2- 418 221 | 217
propenyloxymethyl-
oxirane
16 Thymol 507 321 | 317 404 459 | 401
17 2,6-dimethoxyphenol 172 253 243
18 Acetoveratrone 439 126
19 Glycerol 237 249
20 2-chloro-1-ethyl-5- 750 751 | 5194 365
methoxy-3-
methylbenzene
21 Diethyl phtalate 281 201 | 305 345
22 Dihydrobenzofuran 197 217 208
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Con base en el GC-TOF, se identificaron 22 compuestos en las muestras de

extracto acuoso extraidas de Mentha longifolia L., Mentha piperita L. y las
plantas elicitadas tratadas con Trichoderma y NaCl (Tabla 10). Los
compuestos volatiles organicos aparecieron en proporciones variables. La
composicién quimica de las plantas de Mentha esta influenciada por muchos
factores (por ejemplo, la geografia, la region, el clima o las condiciones de
crecimiento de las plantas), pero la composicion fitoquimica es poco variable

entre las especies (Baliga y Rao, 2010).

En el area de plantas tratadas con Trichoderma solo, o con NaCl y en los
controles, mostro notables diferencias cuantitativas (Tabla 10). Por ejemplo,
Trimethylsilyfluoride, Methylformiate, Mint furanone, Phenol, p-cymen-2-
ol, Thymol, fueron relativamente abundantes en todas las muestras. En el area
de Mentha longifolia L. tratada con Trichoderma fueron, Borenol (2.74%),
1,2 Cyclopentanedione (3.45%), P-Menthan-1,8-dien-3-one (3%), Diethyl
phtalate (6.9%), y 2-chloro-1-ethyl-5-methoxy-3-methylbenzene (7.3%) en el
area de Mentha longifolia L. tratada con NaCl destacan Trimethylsilyfluoride
y 1.2 epoxy-p-menthan-3-one. Este resultado coincide con que, los
compuestos fenolicos estan involucrados en varios procesos en las plantas,
como el crecimiento y la reproduccion y también se sintetizan como un
mecanismo de defensa contra el estrés biotico o abiotico (Cohen y Kennedy,
2010); por lo tanto, su produccion puede mejorarse mediante el tratamiento
con ciertos elicitores, que se definen como elementos, cuando se introduce en
pequefias concentraciones al sistema de un ser vivo, inicia 0 mejora la
biosintesis de compuestos especificos (Edreva et al., 2008; Ferrari, 2010). No
es sorprendente la elicitacion mediada por la presencia de Trichoderma ya
que los genomas del micoparasito Trichoderma spp. son ricos en genes que
codifican enzimas como quitinasas y glucanasas, y del metabolismo
secundario como los péptidos no ribosomales (NRPs) (Reino et al., 2008;
Kubicek et al., 2011).
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El NaCl tuvo un efecto diferente en las plantas, mientras que Trichoderma
contribuyé a la aparicibn de compuestos que no se encontraban en
otrasplantas, y su efecto fue claro en Mentha longifolia L. EI NaCl comparado
con Trichoderma tuvo un efecto claro en la concentracion de los compuestos
casi en todas las plantas del experimento, aumentando la concentracién como
en el caso del Mint furanone, Phenol y 2-chloro-1-ethyl-5-methoxyi-3-
methylbenzenene en Mentha piperita L., o disminuyendo la concentracion
como en el caso del Mint furanone en Mentha longifolia L. También
ocultando la aparicion de algunos compuestos como la ausencia de
Acetoveatone en M. piperita L. y Glycerol en M. longifolia L. o la aparicion
de 2-chloro-1-ethyl-5-methoxyi-3-methylbenzenene en M. longifolia L. Sin
embargo, se sabe poco sobre el efecto de la salinidad en las plantas
medicinales y aromaticas, aunque esta restriccion abiotica puede afectar el
crecimiento de las plantas (Ashraf y Orooj, 2006) y la biosintesis y secrecion
de aceites esenciales (Heuer et al., 2002). Aunque varias investigaciones
han estudiado la bioquimica y las respuestas fitoquimicas a la influencia de
la sal en las especies de menta, solo M. pulegium L. (poleo), que contiene
mentona como el principal compuesto en el aceite, ha sido examinado en
detalle, y mostro que el estrés salino disminuyé el nivel de mentona y cambié
el quimiotipo de la planta (Karray-Bouraoui et al., 2009; Oueslati et al.,
2010). Morales et al. (1993) sugirieron que el aumento en el contenido de
aceite en algunas de las plantas estresadas por sal podria atribuirse a la
disminucidn de los metabolitos primarios debido a los efectos de la salinidad,
haciendo que los productos intermedios estén disponibles para la sintesis de
metabolitos secundarios. De hecho, el efecto de la salinidad sobre el aceite
esencial y sus constituyentes puede deberse a sus efectos sobre la actividad
enzimatica y el metabolismo (Burbott y Loomis, 1969).

Nuestros resultados concuerdan con el aumento del contenido de polifenoles

a salinidad moderada (Navaro et al., 2006). Estos datos sugieren que el grado
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de dafio celular oxidativo en plantas expuestas a estrés abiotico esta
controlado por la capacidad de proteccidén contra los agentes oxidativos
(Ksouri et al., 2007).

El tratamiento con Trichoderma y NaCl, dio lugar a la presencia de
metabolitos que no fueron detectados en el control. Algunos estudios han
demostrado que un aumento en el contenido de carbohidratos esta relacionado
con la sintesis de compuestos fendélicos en las plantas, ya que la via de sintesis
de estos metabolitos utiliza productos del metabolismo de los carbohidratos
como precursores (Ghasemzadeh y Jaafar, 2012; lbrahim y Jaafar, 2011).
Los efectos pueden estar relacionados, por ejemplo, con el aumento de los
parametros de crecimiento de las plantas tratadas con 2,0 mM de &cido
salicilico (Marely et al., 2014), y en nuestro estudio eso puede estar

relacionado con el tratamiento con NaCl y Trichoderma.
La bioactividad de los compuestos detectados se muestra en la tabla 11.

Tabla 11. Analisis de algunos de los compuestos detectados mediante el
analisis GC-TOF de plantas tratadas y no en plantas control, o que fueron
detectados en un alto porcentaje en ambas, o0 solo en una de las plantas que

fueron sometidas a tratamiento de estrés biotico o abiotico.

Planta Formula | Nombre del compuesto Bioactividad y usos
ML CioHp 2-ally-4-methylphenol Antimicrobiano,
Trh Antioxidante.

“4-methyl-2-prop-
2- enylphenol”

ML CoHs Como fijador en

Trh Diethyl phthalate Fragancias / Perfumes.
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MP - Disolvente eficaz para

Trh perfumes, ampliamente

NaCl utilizado en varitas de
incienso (Agarbatti).
- Como disolvente para
nitrocelulosa y acetato de
celulosa.
- En  formulaciones
repelentes de mosquitos.
- Como desnaturalizante
para alcohol.
- Como sustituto del
alcanfor.
- Como plastificante, en
fabrica de plastico.

ML CioH14 2-p-Cymenol Antiinfeccioso,

Trh Antiséptico,

NaCl “Carvacrol” Nematicida,
Antimicrobiano,

MP Antifungico,

Trh

NaCl Aromatizante.

ML CioHs6 1.2 epoxy-p- Anticancer

Trh menthan-3-one Antimicrobiano

NaCl “piperitone oxide” | Antioxidante

Trh CsHgFSi Trimethylsilyl fluoride | -Los compuestos con

NaCl
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“Fluorotrimethylsilane”

grupos trimetilsililo
normalmente no se
encuentran en la

naturaleza.

-Los quimicos a veces
usan un reactivo de
trimetilsililacion para
derivatizar  compuestos
bastante no volatiles
como ciertos alcoholes,
fenoles 0 acidos

carboxilicos.

-Los grupos trimetilsililo
de una molécula tienden a
hacerla mas volatil, lo que
a menudo hace que los
compuestos sean  mas
faciles de analizar
mediante cromatografia de
gases 0 espectrometria de
masas.

-Acciones
antimicrobianas del fltor

para las bacterias bucales.

ML
Trh

NaCl

C10H140

Thymol

Anestésico
Pesticida

Desinfectante
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Se utiliza como

MP
estabilizador en
Trh .
preparaciones
NaCl farmacéuticas.
Antibacteriano
Antiflngico
Vermifugo
ML Mint furanone Aromatizante
Trh C1Hae0 Antibacteriano
NaCl Antifangico
Analgésico
MP
Trh
NaCl
ML CeHsOH 0 Phenol Antipruriginoso
Trh CsHgO> Desinfectante
NaCl Antiséptico
Se usa en la preparacion
MP de cosméticos y
Trh - .,
se utiliza en la produccion
NaCl de medicamentos
ML CioH1.0 2-pinen-4-one Aromatizante
Trh . .
verbenone
MP
MP CsHyNO, Methoxy-phenyl-oxime | Antitumoral
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Trh Actividad citotoxica
NaCl
ML Methyl Formate Larvicidas para tabaco y
Trh CoH40, cultivos alimentarios
NaCl HCOOCH; Tiene un papel como
disolvente aproético polar
MP Fumigante
Trh Insecticida
NaCl Refrigerante
ML CioH1.0 P-Menthan-1,8-dien-3- | Feromonas sexuales
Trh one femeninas
“Isopiperitenone”
MP CioH12 3,4-dimethyl styrene Aromatizante
Trh “"Benzene” Produccion de
NaCl .
poliestireno
ML C3HgOs Glycerol Diurético
Trh Laxante

La glicerina eleva Ila
osmolalidad del plasma

sanguineo
Solvente
Humectante

Vehiculo en diversas
preparaciones

farmacéuticas.
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Industria del biodiesel

ML CqoH150 Borneol Analgésico

Trh Antibacteriano
Antifibrosis
Antiflngico

Antiinflamatorio
Antioxidante
Anti-ansiedad
Antiproliferativo
Anticoagulante
Neuroprotectivo
El borneol tiene
“efectos
sinérgicos”
combinado con
otros terpenos,
cannabinoides y
medicamentos
porgue reduce la
barrera

hematoencefalica,
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lo que permite
una mayor
absorcion de
otros
medicamentos
gue un paciente

podria recibir

ML CsHeO, 1,2-Cyclopentanedione | Aditivo alimentario
Trh

“Cyclotene”

Destaca la presencia en las plantas de M. longifolia L. elicitadas con NaCl y
con T. harzianum del compuesto 6xido de piperitona (1.2 epoxy-p-menthan-
3-one). Segun la bibliografia, el éxido de piperitona es uno de los compuestos
mayoritarios en el aceite esencial de M. longifoila L. (Mimica-Duki¢ et al.,
2003; Dzami¢ et al., 2010). El 6xido de piperitona tiene actividad antifingica
(Oumzil et al., 2002; Dzami¢ et al., 2010).

4.7 Tratamientos de aceitunas con extractos acuosos de plantas de M.
piperita L. y M. longifolia L. mediante inmersion. Evaluacion de los
extractos acuosos en el control de C. gloeosporioides.

Una vez que fueron filtradas las infusiones de M. longifolia L. y M. piperita
L. realizadas con 1 g de hoja seca y 100 mL de agua estéril llevada a
ebullicion, se pudieron apreciar las diferencias en cuanto a color y olor de cad
especie de Menta. Especialmente destaca el color verde intenso de la infusién

de M. longifolia L. (Figura 30).
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Figura 30. Infusiones de M. piperita L. (MP) y M. longifolia L. (ML)

Las aceitunas recolectadas del arbol en diciembre de 2015 se mantuvieron
en los botes con cada infusion con el in6culo del patdgeno (Figura 31) durante

un plazo de una semana hasta que se apreciaron dafios en algunas de ellas.

Figura 31. Aceitunas recolectadas del arbol y puestas en frascos meli con las
infusiones de M. piperita L. (MP) y M. longifolia L. (ML) y control con agua

e inoculo del patogeno Colletotrichum gloeosporioides.
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En todos los tratamientos y el control, después de una semana, se infectaron
las aceitunas en un porcentaje del 55.6% mientras que en las tratadas con la
infusion de M. longifolia L. solo se infectaron el 33%. A las tres semanas
todas las aceitunas mostraron alteraciones morfoldgicas, independientemente

del tipo de tratamiento (Figura 32).
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Figura 32. Porcentaje de aceitunas con afectacion morfologica de las
sometidas a diferentes infusiones (M. piperita L. (MP); M. longifolia L. (ML)

y control con agua.

El efecto del patdgeno se aprecié en la mayoria de las aceitunas como
manchas blancas (micelio blanco) que evolucionaron a manchas mas extensas
de color marrén y, en algunas, se desarrollé a una pérdida total del color de
aceituna a un color claro como el beige. Las aceitunas que habian estado
tratadas con la infusion de M. longifolia L. mostraban pequefias manchas
oscuras (Figura 33). Este efecto de “aclarado” se aprecido en todos los
tratamientos. El color y olor de las infusiones tambien variaron de los
iniciales (Figura 30) a excepcion de la infusion de M. longifolia L. que

mantuvo su olor y color verde intenso caracteristico (Figura 33 A).
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Figura 33. Aceitunas sometidas a diferentes tratamientos con infusiones del
genero Mentha e indculo del patogeno Colletotrichum gloeosporioides tras
cuatro semanas: A) se observa la pérdida de coloracion, especialmente en los
tratamientos control y M. piperita L.; B) Aceitunas del tratamiento control
donde se aprecian manchas blancas; C) Aceitunas del tratamiento con la

infusion de M. longifolia L.

Tras cuatro semanas de tratamiento las aceitunas se dispusieron en placas
Petri estériles y se observo su evolucién. EI micelio se observo en todas las
aceitunas de todos los tratamientos y el control, a excepcion de las sometidas
al tratamiento con la infusion de M. longifolia L. que no alcanzo el 80 % de

aceitunas afectadas y solo tras una semana (Figura 34).
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Figura 34. Porcentaje de aceitunas con micelio fungico de las sometidas a
diferentes infusiones (M. piperita L. (MP); M. longifolia L. (ML) y control

con agua.

El peor aspecto lo presentaron las aceitunas que habian estado sometidas al
tratamiento control (Figura 35), se pueden apreciar las aceitunas momificadas
propias de la enfermedad ‘“aceituna jabonosa” causada por el patdgeno
Colletotrichum gloeosporioides y el color anaranjado del micelio

caracteristico del aislado utilizado para la infeccion.

Los flavonoides rompen las membranas microbianas (Tuschiya et al., 1996),
las saponinas que tienen propiedades detergentes actian como agentes liticos
(Abukakar et al., 2008), los alcaloides en los extractos son agentes
intercalantes con el DNA (Phillipson y O'Neill, 1987), los taninos precipitan
las proteinas microbianas (Prasad et al., 2008).
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Existe una relacion entre los fitoquimicos como los taninos y flavonoides y
la actividad de eliminacion de radicales libres y la actividad antimicrobiana.
Taninos y flavonoides tienen caracteristicas antifungicas. Los extractos de
Mentha muestran actividad sobre hongos patogénicos (Guerin y Reveillem,
1988, Blaszczyk et al., 2000; Duarte et al, 2005; Tampieri et al., 2005).

Una alicuota de 1 mL de cada infusién y del control se dispusieron en placas
Petri con medio PDA, el experimento se realizé por duplicado y en todos los

casos se observd la aparicion de micelio después de una semana (Figura 36).

Figura 35. Aspecto de las aceitunas de los diferentes tratamientos con las
infusiones de plantas del género Mentha e inoculo del patdgeno
Colletotrichum gloeosporioides despues de una semana post-tratamiento: A)
tratamiento control con agua, B) tratamiento con M. piperita L. y C)
tratamiento con M. longifolia L. Los circulos indican el color anaranjado del

micelio.
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Figura 36. A) Placas de PDA inoculadas con 1 ml de infusion de diferentes
especies de Mentha (M.L: M. longifolia; M.P: M. piperita) y el control con
agua, después del tratamiento de un mes con aceitunas e indculo del patégeno
Colletotrichum gloeosporioides. B y C) detalle del anverso de dos de las
placas en los que se aprecia el color caracteristico del micelio de C.

gloeosporioides.

Los aceites obtenidos de las aceitunas de cada uno de los tratamientos tras el
lavado, mostraron en todos los casos graves defectos de color y olor. La
excepcion fue el aceite obtenido de las aceitunas tratadas con M. longifolia
L. que presento un intenso color verde y un olor a aceite de oliva mentolado
(Figura 37).
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Figura 37. Aceite de oliva obtenido de aceitunas tratadas con infusion de M.
longifolia L. e inoculacién con Colletotrichum gloeosporioides durante

cuatro semanas.

La actividad fungicida de aceite de M. piperita L. se demostro sobre 11
hongos diferentes por Pattnaik et al. (1995). La actividad antimicrobiana y
antifangica de M. piperita L. es atribuible a la presencia de taninos y
flavonoides por lo que su incremento al elicitarla con T. harzianum puede

resultar beneficioso en el control del patdgeno.

Los resultados obtenidos en el proceso de medicion de la actividad
antioxidante y antimicrobiana de los aceites esenciales de M. longifolia L.
proporcionan un punto de apoyo para el uso tradicional de los aceites
esenciales y abren la posibilidad de utilizarlos como conservantes naturales
en productos alimentarios. En este trabajo se muestra la mayor eficacia de la
infusién de esta especie en el control del patégeno Colletotrichum
gloeosporioides, aunque el efecto es fungistatico y no fungicida como se
desprende de la aparicion de dafios en fruto y la aparicion del patdgeno en el
cultivo a partir de la infusién. El tratamiento de aceitunas con infusion de M.
longifolia L. prolonga la vida del fruto desde su cosechado hasta su
transformacion en almazara permitiendo la obtencidén de un aceite no tan
alterado como corresponderia al ataque de C. gloeosporioides pero con

caracteristicas organolépticas diferentes que determinarian su uso.
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4.8 Tratamientos de aceitunas con extractos acuosos de plantas de M.
piperita L.y M. longifolia L. sin contacto directo. Evaluacion de compuestos
organicos volatiles en el control de C. gloeosporioides.

Las aceitunas se trataron con los extractos de las plantas sin contacto directo

para analizar el efecto de los compuestos organicos volatiles (Figura 38).

Figura 38. Botes Meli con las infusiones filtroesterilizadas y tres discos
micelares del hongo Colletotrichum gloeosporioides, y nueve aceitunas

encima de una rejilla de pléastico.

Después de una semana de tratamiento en oscuridad y a temperatura ambiente
(22 £ 2 °C) se analizo la aparicion de sintomas, visualizandose flacidez,
cambio de color y aparicidn de pequefias lesiones puntuales de color negro. En
la Figura 39 se muestran los resultados para los extractos de M. piperita L. Se
apreciaron los sintomas en el 55% de las aceitunas tratadas con el extracto de
las plantas control (Figura 39a). En el caso de las aceitunas tratadas con los
extractos de las plantas elicitadas mediante estrés biotico y abidtico solo el
11% de las aceitunas de cada caso presentaron sintomas.
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Figura 39. Aceitunas inoculadas con C. gloeosporioides y sometidas a
tratamiento con compuestos organicos volatiles del extracto acuoso (Té) de
M. piperita L. a) tratamiento control; b) plantas tratadas con T. harzianum y

¢) plantas tratadas con NaCl, tras una semana de tratamiento.

En la Figura 40 se muestran los resultados para los extractos de M. longifolia
L. En este caso los sintomas de flacidez y cambio de color eran mas leves y
no aparecieron manchas ni en las plantas control ni en las aceitunas tratadas

con los extractos de las plantas elicitadas mediante estrés biotico y abidtico.
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Figura 40. Aceitunas inoculadas con C. gloeosporioides y sometidas a
tratamiento con compuestos organicos volatiles del extracto acuoso (Té) de
M. longifolia L.: a) tratamiento control; b) plantas tratadas con T. harzianum

y ¢) plantas tratadas con NaCl, tras una semana de tratamiento.
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Después de un mes de tratamiento en oscuridad y a temperatura ambiente
(22 £ 2 °C) se analizd la aparicion de sintomas, aparicién de micelio
(Figuradl). Se pudo apreciar la aparicion de micelio en una de las aceitunas
del tratamiento control con extracto de M. piperita L. obtenido de plantas

no sometidas a tratamiento de elicitacion.

Figura 41. Aceitunas inoculadas con C. gloeosporioides y sometidas a
tratamiento con compuestos organicos volatiles del extracto acuoso (Té) de
M. piperita L. de plantas sin tratamiento de elicitacion, tras un mes de
tratamiento. La flecha indica la presencia de micelio sobre una de las

aceitunas.

Se mantuvo el experimento para valorar los efectos a largo plazo de los tés de
M. piperita L. y M. longifolia L. para la conservacion de aceitunas con posible
infeccion de C. gloeospoiroides. Observando la aparicion de micelio se
comprobo que el hongo afectd a las aceitunas de todos los tratamientos a
excepcion de aquellas tratadas con el té de M. longifolia L. obtenido de
plantas sometidas a tratamiento de elicitacion con T. harzianum (Figura 42).
Se observa la presencia de micelio en todos los casos a excepcién del bote
central en la imagen 42 b.
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Figura 42. Aceitunas inoculadas con C. gloeosporioides y sometidas a
tratamiento con compuestos organicos volatiles del extracto acuoso (T€) de
M. piperita L. (a) y M. longifolia L. (b). Se incluyen los tratamientos control;
plantas tratadas con T. harzianum y plantas tratadas con NaCl. Tras cuatro

meses de tratamiento.

Los sintomas que se visualizaron en estas aceitunas varian entre los
tratamientos y, aunque la presencia de micelio fuese comin a la mayoria de
ellos (a excepcion de M. longifolia L. de plantas elicitadas con T. harzianum),

la extension de los mismos diferia de forma apreciable (Figura 43).
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Figura 43. Aspecto de las aceitunas de los diferentes tratamientos con las
infusiones de plantas del género Mentha e inéculo del patdgeno
Colletotrichum gloeosporioides después de cuatro meses post-tratamiento:
M. piperita L. (MP); M. longifolia L. (ML); Trichoderma: plantas elicitadas
con T. harzianum; NaCl: plantas elicitadas con NaCl. El circulo indica las

lesiones caracteristicas del patdgeno.

El crecimiento del micelio de Colletotrichum gloeosporioides, fue
completamente inhibido por los compuestos organicos volatiles del té de
plantas de M. longifolia L. tratadas con Trichoderma harzianum. Es posible
que los compuestos organicos volatiles de M. longifolia L. tratada con
Trichoderma harzianum actuasen como barrera limitando la penetracion del
tubo germinativo de C. gloeosporioides (Bautista-Bafios et al., 2003). Varios
ensayos experimentales han demostrado la capacidad de varios compuestos
organicos volatiles para inhibir la germinacion y el crecimiento de patdgenos

de plantas, pero los mecanismos de accion siguen siendo desconocidos (Brilli
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et al., 2019). Sin embargo, otros eventos fisioldgicos podrian estar
involucrados en el control de la antracnosis durante el almacenamiento, ya
gue también se sabe que el quitosano induce varios mecanismos de defensa
del huésped, como la induccion de barreras fisicas y la produccion de
fitoalexinas (Hadwiger y Beckman, 1980; El Ghaouth et al., 1997).

Para establecer si el efecto del tratamiento era fungicida o fungistatico se
sembrd un fragmento de aceituna de cada tratamiento en placas Petri con
medio PDA (Figura 44). Se pudo observar el crecimiento del patdgeno en
todos los casos, aunque con diferentes grados, mayor crecimiento en las
aceitunas del control y el menor en aquellas que procedian del tratamiento
con las plantas elicitadas con T. harzianum (Figura 44c). Ademas, entre estas
ultimas, el menor crecimiento se observo para las que habian estado

sometidas a los volatiles de M. longifolia L. (Figura 44d).
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Figura 44. a) Placas de PDA con un fragmento de aceituna después del
tratamiento con los volatiles de infusiones de M. longifolia L. (ML), de
tratamientos control, T. harzianum y NaCl en planta, y el patégeno
Colletotrichum gloeosporioides. b) Placas de PDA con un fragmento de

aceituna después del tratamiento con los volatiles de infusiones de M.
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piperita L. (MP), de tratamientos control, T. harzianum y NaCl en planta, y
el patogeno Colletotrichum gloeosporioides. ¢) Placas de PDA con un
fragmento de aceituna después del tratamiento con los volatiles de infusiones
de M. longifolia L. (ML), de tratamientos control y T. harzianum en planta,
y el patégeno Colletotrichum gloeosporioides. d) Placas de PDA con un
fragmento de aceituna después del tratamiento con los volatiles de infusiones
de M. longifolia L. (ML) y M. piperita L. (MP) de tratamientos con T.

harzianum en planta, y el patdégeno Colletotrichum gloeosporioides.

En conclusion, el extracto de M. longifolia L. inhibe el desarrollo de C.
gloeosporioides en aceitunas inoculadas artificialmente y podria utilizarse
en el manejo integrado de la antracnosis del olivo en postcosecha. La
incidencia de las infecciones después del tratamiento postcosecha con los
compuestos organicos volatiles de M. longifolia L. se reduce
significativamente. La menor incidencia corresponde al tratamiento con los
compuestos organicos volatiles del té elaborado con las plantas de M.
longifolia L. tratadas con Trichoderma harzianum. La naturaleza volatil de
los compuestos organicos podria emplearse potencialmente con éxito para los

tratamientos en un proceso definido como "biofumigacion™.

Otras consideraciones, mas alla de la efectividad, estan relacionadas con el
proceso de registro y con su degradacion, pero también con los posibles
residuos sobre el fruto, su formulacion y el impacto organoléptico, y son
aspectos que deben estudiarse antes de la comercializacion. Ademas, hay que
considerar su papel eficaz desde el punto de vista ecoquimico en el control
de enfermedades postcosecha, ya que estos productos de base bioldgica, si se
comparan con los convencionales, pueden ofrecer claros beneficios
ambientales debido a su renovabilidad, biodegradabilidad e hipotoxicidad
(Mari et al., 2016).
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La importancia de este trabajo se encuentra también en la baja toxicidad del
activo para los seres humanos, de hecho, el t¢ de M. longifolia L. es
ampliamente consumido, formando parte de los Compuestos GRAS
(generalmente considerados seguros; Generally Regarded as Safe), aplicables

en tratamientos seguros para el mercado de EE. UU.

Segun la normativa europea, si su uso previsto es el control de enfermedades
de las plantas, debe considerarse producto fitosanitario y cumplir los mismos
procedimientos de registro que los plaguicidas quimicos (Alabouvette et al.,

2006). Ademas, el aceite esencial de menta se incluye en la lista de
plaguicidas aprobados, segun aparece en la base de datos de plaguicidas de la

Comision Europea (http://ec.europa.eu/food/plant / pesticides / eu-

pesticides-database-redirect / index en.htm).
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5. CONCLUSIONES

1. La infusion de M. longifolia L. actia como conservante con efecto
fungistatico del hongo C. gloeosporioides (patdgeno responsable de la
antracnosis del olivo, aceituna jabonosa) en la conservacion de aceituna,

mediante inmersion, de la que se produce un aceite aromatico.

2. Es posible la elicitacion abidtica con NaCl y biotica con T. harzianum
de las plantas de M. longifolia L., obteniéndose, sobre todo, Oxido de

piperitona (1.2 epoxy-p-menthan-3-one) con propiedades antifungicas.

3. También se elicitaron en las plantas de M. longifolia L. cultivadas con
T. harzianum: Borneol, 1,2Cyclopentanedione, P-Menthan-1,8-dien-3-one,
2-pinen-4-one, Mento furanona, 2-ally-4-methylphenol, Phenol, p-cymen-
2-ol y Dietil phtalate. Entre ellos, el borneol, la mento furanona, y el p-

cymen-2-ol con actividad antiflngica.

4. Los compuestos organicos volatiles del extracto acuoso de las plantas
de M. longifolia L. que han sido elicitados mediante el tratamiento bidtico
con T. harzianum muestran un potente efecto fungistatico del hongo C.

gloeosporioides.

5. M. longifolia L. ha mostrado que es una especie de interés en la
industria agroalimentaria, apta para su cultivo en zonas aridas o salinas y util

en la conservacion de alimentos.
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CAPITULO 3: Sintesis verde de nanoparticulas de plata con
extractos acuosos de Mentha piperita L. y Mentha longifolia
L. Papel de los principales antioxidantes vegetales en la
biosintesis.

RESUMEN

Los extractos acusosos de M. longifolia L. y M. piperita L. permiten la
sintesis verde de nanoparticulas de plata. Las nanoparticulas obtenidas se han
caracterizado con espectrometria ultravioleta visible (UV-Vis), con
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), con difraccién
de rayos X (DRX) y con microscopia electronica de transmision (TEM) y su
reactividad se ha determinado con cianuro (CN). La presencia de metabolitos
del extracto asociados a las nanoparticulas se ha determinado mediante FTIR.
Las AgNPs sintetizadas con el extracto de M. longifolia L. tienen forma
ovalada-esférica, con un tamafio medio de 42 nm en una concentracion 3.61
nM. La diferencia en los metabolitos del extracto asociados a las
nanoparticulas con respecto a las nanoparticulas sintetizadas con M. piperita
L. se ha determinado mediante FTIR por la presencia de CH; adsorbido. La
reactividad de las nanoparticulas con CN se visualiza en las imagenes de TEM
por la presencia de estructuras con forma de hoja de helecho y filamentos.
Las AgNps sintetizadas con el extracto de M. piperita L. tienen forma
ovalada-semiesférica, con un tamafio medio de 27 nm en una concentracion
3.85 nM. La reactividad de las nanoparticulas con CN se visualiza en las

imagenes de TEM por la presencia de estructuras espinosas tridimensionales.

Con el objetivo de determinar los metabolitos de los extractos acuosos que
han participado en la sintesis de las AgNPs, se ha comprobado que los
principales antioxidantes presentes en los extractos de plantas (quercetina,

B-caroteno, acido galico, &cido ascorbico, acido hidroxibenzoico, acido
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cafeico, catequina y escopoletina) son capaces de sintetizar nanoparticulas de
plata cuando reaccionan con una solucion de AgNO;. El espectro de
absorcion UV-visible de las nanoparticulas de plata sintetizadas con la
mayoria de los antioxidantes muestra la caracteristica banda de resonancia de
plasmon superficial. Las nanoparticulas sintetizadas con &cidos ascorbico,
hidroxibenzoico, cafeico y galico y escopoletina son esféricas. Las
nanoparticulas sintetizadas con quercetina se agrupan para formar estructuras
micelares. Las nanoparticulas sintetizadas por -caroteno, presentan formas
triangulares y poliédricas con esquinas truncadas. Se sintetizaron
nanoparticulas pentagonales con catequina. La espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier ha mostrado que las biomoléculas recubren las
nanoparticulas de plata sintetizadas. Los difractogramas de rayos X en polvo
mostraron la presencia de plata, AgO, Ag.0, AgsO; y Ag.0s. Como
consecuencia de la reactividad de las nanopaticulas de plata con el cianuro se
obtuvieron estructuras en forma de varilla con quercetina y &cido galico y
estructuras cookie-like en las nanoparticulas obtenidas con escopoletina.
Este analisis explico el papel que juegan los distintos agentes responsables de
la biorreduccién que desencadena la sintesis de nanoparticulas en su forma,
tamafio y actividad. Este estudio facilitara la sintesis dirigida y la aplicacion

de técnicas biotecnoldgicas para optimizar la sintesis verde de nanoparticulas.
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1. INTRODUCCION

La nanotecnologia, ciencia y tecnologia a nanoescala de atomos y moléculas,
ayudara a abordar los principales desafios sociales como el cambio climatico,
la reduccion de las emisiones de carbono, el desarrollo de energias renovables,
el uso de los recursos de manera mas eficiente y cumpliendo con las
necesidades médicas de una poblacion que envejece (European Commision,
2018).

En los dltimos afios ha aumentado el interés por la busqueda de nuevas
estrategias para sintetizar nanoparticulas, para minimizar los residuos y lograr
un desarrollo mas sostenible y respetuoso con el medioambiente. El uso de
sustancias de origen biologico y los materiales renovables se han convertido
en la clave para el desarrollo de la sintesis de nanoparticulas (Raveendran et
al., 2006). Las tecnicas biogénicas se incluyen en las denominadas Green
tecnologias (tecnologias verdes) porque no implican el uso de productos
quimicos toxicos o un elevado gasto energético que acompafian a la sintesis
quimica o fisica (Saratale et al., 2018). Dentro de la sintesis biologica, hay
diferentes tipos de sintesis en funcién del material biolégico que se utilice.
Algunos ejemplos son la sintesis a partir de hongos, de bacterias y de

diferentes extractos vegetales.

Este tipo de sintesis a partir de extractos vegetales se basa en la capacidad de
algunos fitoquimicos presentes en el extracto como agentes reductores y
estabilizadores. Algunos de estos compuestos son aminoacidos, enzimas,
proteinas, esteroides, acidos fendlicos, terpenoides, taninos, azlcares y
flavonoides (Ghotekar, 2019; Narayanan y Rakesh, 2018; Akintelu et al.,
2020). Los componentes fendlicos presentes en el extracto vegetal son los

encargados de la reduccion de los iones metélicos, mientras que los
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componentes heterociclicos solubles en agua estabilizan las nanoparticulas
(NPs) que se forman. La sintesis verde de NPs metalicas por reduccion de la
sal del metal correspondiente, depende del extracto utilizado, ya que seran
formadas y estabilizadas por diferentes compuestos presentes en dicho
extracto (Sutradhar et al., 2013).

Las nanoparticulas metalicas son de gran interés cientifico y tecnoldgico por
sus propiedades especificas, que difieren de las de los materiales a granel
convencionales, lo que los hace nuevas herramientas técnicas (Rotello, 2004).
Entre las nanoparticulas metalicas obtenidas por sintesis verde, las de plata
destacan con numerosos usos en electrénica, confeccion, pinturas, cosmética,
bactericidas, biofungicidas, aplicaciones biomedicas, en el &ambito médico-

farmacéutico e industrias alimentarias, etc. (Srikar et al., 2016).

Las AgNPs tienen una serie de caracteristicas fisicoquimicas que las hacen
notables con respecto a otras NPs, como su estabilidad y alta conductividad,
su actividad catalitica y sus capacidades antimicrobianas (Ab razak et al.,
2021). Por ello, son utilizadas en diversos ambitos como la cosmética, la
alimentacion o la medicina. Se sabe que estas NPs, e incluso el metal en si
tiene propiedades antibacterianas, antifungicas y antioxidantes. Hay registros
de uso de AgNPs en unguentos para curar heridas y evitar infecciones (Husen
y Siddiqi, 2014). En particular, las nanoparticulas de oxido de plata (1) se
emplean en la produccion de polimeros y nanofarmacos muy prometedores

para su uso en medicina (Korkmaz y Karada, 2021).

Existen numerosas publicaciones en los ultimos afios en las que se refiere la
sintesis de AgNPs utilizando bioorganicos presentes en muchas especies de
plantas (véanse, por ejemplo, las revisiones de Saratale et al., 2018; Srikar et
al., 2019; lravani, 2011; Sharma et al., 2019). Los extractos de plantas tienen

el potencial de convertirse en un recurso excelente debido a su
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disponibilidad, facil adquisicion y capacidad para producir nanoparticulas no

toxicas de forma segura y econémica (Abdelghany et al., 2018).

Las plantas tienen la capacidad de reducir los iones metalicos en su superficie
0 absorberlos por las raices y transportarlos a varios 6rganos y tejidos donde
también puede producirse la reduccion. Los extractos de plantas pueden
actuar sobre la sintesis de AgNP al reducir los iones Ag™*. La capacidad de un
extracto vegetal para sintetizar nanoparticulas depende del compuesto activo
responsable de la reduccién de iones de Ag* a Ag’y varia segun el

organismo o extracto vegetal utilizado (Siddiqi et al., 2018).

Las plantas tienen una capacidad innata para biosintetizar una amplia gama
de antioxidantes capaces de mitigar el dafio oxidativo inducido por especies
reactivas de oxigeno (ROS). Los agentes reductores consisten en una gran
cantidad de moléculas organicas como carbohidratos, grasas, proteinas,
enzimas, coenzimas, fenoles, flavonoides, terpenos, alcaloides, etc. (Kasote
et al., 2015), que son capaces de producir nanoparticulas de plata a partir, por
ejemplo, de la reduccién de nitrato de plata (AgNO3) (Geoprincy et al.,
2013).

En las células vegetales, existen tres organulos en los que se produce
principalmente el estrés oxidativo con la generacion de ROS. Las ROS se
generan en los fotosistemas | y Il de los cloroplastos, en ubiquinona y
complejo 111 en la cadena de transporte de electrones mitocondrial y, en
menor medida, en la membrana y matriz del peroxisoma (Jankd et al., 2019).
La mayor parte del tiempo la produccion de estos radicales libres esta
regulada porque actian como moléculas de sefializacion. El control de estos
radicales se basa de manera altamente eficiente en dos sistemas
complementarios: enzimatico y no enzimatico (Ahmad et al., 2010). El
sistema enzimatico comprende varias enzimas como la superoxido dismutasa,
catalasa, glutation peroxidasa y glutation reductasa que son muy especificas
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del sustrato. El sistema de control no enziméatico comprende antioxidantes de
bajo peso molecular como el &cido ascdrbico, glutatién, prolina, carotenoides,
acidos fenolicos, flavonoides, etc. y metabolitos secundarios de alto peso
molecular, como taninos, que actlan como captadores de radicales libres,

agentes reductores y quelantes de metales.

Muchas familias y especies de plantas sintetizan cientos de sustancias
fitoquimicas Unicas. (Kessler y Kalske, 2018). Se han descrito alrededor de
200.000 compuestos en aproximadamente el 30% de plantas superiores y
muchos taxones permanecen sin explorar. Esta diversidad se amplifica ain
mas por plasticidad, ya que la fitoquimica varia con la ontogenia y la
filogenia en respuesta a factores abioticos e interacciones bioticas (Barton y
Boege, 2017; Dicke y Baldwin, 2010; Yang et al., 2018). Ademas, la
diversidad fitoquimica varia entre ramas, 6rganos, e incluso tejidos dentro
de organos (Shelton, 2005; Herrera, 2009). Como organismos sésiles, las
plantas se han adaptado a su entorno sintetizando una enorme variedad de
secundarios de bajo peso molecular metabolitos, con funciones ecolégicas y

evolutivas (Lopresti y Weber, 2016).

El perfil metabdlico de una especie vegetal determinada, su contenido en
compuestos fitoquimicos y, particularmente, en metabolitos secundarios,

varia con el tiempo, el espacio y la etapa de desarrollo (Kutchan, 2005).
Entre los antioxidantes destacan:

La vitamina C (&cido ascorbico / ascorbato) que se genera en el metabolismo
aerobico y facilmente dona un electron a radicales oxidantes potencialmente
dafinos como hidroxilo, radical (HO"), radical alcoxilo (RO"), radical
peroxilo (ROO), radical tiol (RS") y tocoferoxilo radicales (Phaniendra et al.,
2015).

188



El B-caroteno, que es el carotenoide mas comun en las plantas. ES un
pigmento soluble en grasa con actividad antioxidante. Como antioxidante,
su actividad se produce sobre el oxigeno singlete y otras moléculas excitadas
electrénicamente que se generan en reacciones de foto o quimioexcitacion.
También reacciona con los radicales alcoxilo (RO’ y peroxilo (ROO)
(Gulcin, 2020).

Los compuestos fendlicos se clasifican en cinco grupos principales (Figura
45): taninos, flavonoides, acidos hidroxicinamicos, acidos hidroxibenzoicos
y otros (De la Rosa et al., 2018). Los compuestos fendlicos tienen en comin
la presencia de un fenol en su estructura. Dependiendo del numero de fenoles,
se clasifican en: fenoles simples con un solo fenol (acidos fendlicos);
Polifenoles con dos fenoles (flavonoides y estilbenos) o mas (taninos). Los
acidos fenolicos tienen un grupo carboxilico en dos estructuras de carbono
diferentes, lo que resulta en estructuras derivadas de acido hidroxicindmico

(por ejemplo, acido cafeico) o hidroxibenzoico acido (Kumar et al., 2019).

Los flavonoides, como la quercetina, son compuestos polifendlicos cuya
caracteristica basica es la estructura del nucleo de flavona (2-fenil-benzo-
gamma-pirano) formado por dos anillos benceno (A 'y B) unidos por un anillo

de pirano (C) que contiene oxigeno (Panche et al., 2016).

Los taninos hidrolizables son compuestos con un nucleo central de glucosa
u otro poliol esterificado con acido galico o con acido hexahidroxidiféenico
(Okuda et al., 2009). Estos compuestos estan presentes solo en las
angiospermas dicotiledéneas. Los taninos condensados, también llamados
proantocianidinas, son oligdmeros o polimeros con un nucleo 3-flavanol.
Ambos taninos, los hidrolizables (como el acido galico) y los condensados
(como la catequina) eliminan la actividad del radical superédxido, hidroxilo
(HO), radical peroxilo (ROO") y NO (Smeriglio et al., 2016).
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Las cumarinas son compuestos quimicos con un anillo de benceno
condensado en una lactona. Todas las cumarinas exhiben actividad
antioxidante. La escopoletina, en particular, exhibe wuna actividad

antioxidante significativa (Borges Bubols et al., 2003).

En el caso de M. longifolia L. se ha determinado la presencia, sobre todo, de
terpenoides y flavonoides (Nagell et al., 1974; Ali et al., 2002; Idrissi y Fkih-
Tetouani, 2001) y asi ha quedado también patente en los Capitulosl y 2 de
esta tesis doctoral. Estos componentes son conocidos por su importante
accion como agentes reductores de sales metélicas (Javed y Mashwani,
2020) y han permitido la sintesis de nanoparticulas de plata y de oro (Javed
y Mashwani, 2020; Javed et al., 2020c; Javed et al., 2020d; Rauf et al., 2021;
Lietal., 2021).

A pesar de las muchas ventajas de los extractos de plantas para la sintesis de
AgNP, existen también desventajas. El tamafio y la morfologia de las
particulas son dificiles de controlar. El uso de estos todavia tiene limitaciones
debido principalmente a la baja eficiencia de los métodos de sintesis y la
falta de estandarizacion del tamafio (De Souza et al., 2019). Ademas, la
variabilidad y funcionalidad de extractos de plantas a menudo se desconoce,
lo que dificulta la comprension de la formacion mecanismos en comparacion
con los enfoques quimicos establecidos (Khan et al., 2018). Las diferencias en
los agentes responsables de la sintesis de nanoparticulas desencadenada por
la bio-reducciéon dan como resultado la produccion de nanoparticulas con

diferentes formas, tamafios y bioactividad.

Lograr una produccion rentable a gran escala de nanoparticulas requiere
investigacion relacionada con los metabolitos vegetales responsables de su
sintesis, facilitando asi la aplicacién de técnicas de ingenieria genética y

metabdlica (Saratale et al., 2018).
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Figura 45. Antioxidantes naturales no enzimaticos presentes en plantas y

utilizados en esta tesis doctoral.
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este capitulo es la sintesis de nanoparticulas de plata

con el extracto acuoso (té) de Mentha longifolia L. y su caracterizacion.
Para alcanzar este objetivo se han planteado los siguientes objetivos parciales:

1. Sintesis de nanoparticulas de plata a partir de AgNO; y té de M.
longifolia L.

2. Caracterizacion de las nanoparticulas de plata sintetizadas con el té de
M. longifolia L., y estudio comparativo con las nanoparticulas de plata
sintetizadas con el té de M. piperita L., mediante: Espectrometria UV-
Vis, FTIR, TEM y DRX.

3. Estudio de la reactividad con cianuro de las nanoparticulas de plata

sintetizadas con el té de M. longifolia L.

El objetivo secundario es la sintesis, caracterizacion y estudio de la
reactividad con cianuro de las nanoparticulas de plata obtenidas por la
reaccion de AgNOs; Yy los principales antioxidantes presentes en las plantas
para determinar su posible papel en la sintesis de nanoparticulas de plata

sintetizadas con el té de M. longifolia L.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Obtencion del extracto acuoso.

El material utilizado para obtener los extractos de Mentha piperita L. y
Mentha longifolia L. fueron hojas secas de ambas especies que se
comercializan para infusiones. El proceso para la obtencién de los extractos
acuosos se muestra en la Figura 46. Se pulverizaron estas hojas con una

espatula hasta obtener un polvo fino, que se conserva a temperatura ambiente.

Se pesaron 500 mg de polvo de hojas de menta y se afiadieron 50 mL de agua
destilada estéril. Se incubd en un bafio maria a 80 °C en agitacién durante 30
minutos. Pasado este tiempo se filtr0 con papel de filtro y después se
centrifugd a 5000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se recogio y se
filtr6 con filtros estériles de 0,22 um, y el extracto acuoso obtenido se

conservo a 4 °C en oscuridad.
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Baiio maria: 80 °C 30 min Filtrar Centrifugar: 5000 rpm Filtroesterilizar (0,22 um)
10 min en cabina de flujo laminar

Figura 46. Proceso de obtencidn de extractos vegetales a partir de hojas de

Mentha sp.
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3.2 Caracterizacion de las disoluciones de nitrato de plata.

Las disoluciones de sal metalica de plata (AgNQO3), fueron caracterizadas en
el espectofotometro. Se realizd un barrido de 250 a 450 nm de longitud de
onda utilizando un espectofotometro UV-Visible (Espectofotometro Unicam

modelo Helios B).

3.3 Sintesis verde de nanoparticulas de plata a partir de extractos de
Mentha longifolia L. y Mentha piperita L.

La biosintesis de nanoparticulas (NPs) se realizé a partir del extracto acuoso
obtenido de las hojas de los dos tipos de menta, que contienen compuestos
fitoquimicos que actGan como agentes reductores y estabilizadores de las

sales metélicas. Como precursor se utilizo AgNOs (nitrato de plata).

El proceso de sintesis de NPs metalicas se ilustra en la figura 47. En primer
lugar, se prepar6 una disolucion madre de la sal metalica a una concentracion
1M (849 mg de nitrato de plata en 5 mL de agua destilada estéril). A partir de
esta disolucién madre se ensayaron diferentes concentraciones de la sal
metalica (1 mM, 5 mM, 10 mM, 100 mM y 200 mM) para sintetizar las
AgNPs, como aparece en la Tabla 12. Estas reacciones se llevan a cabo en
tubos de ensayo de cristal en un volumen de 10 mL. EI volumen final de las
mezclas son 2,5 mL, de los cuales 2 mL son extracto acuoso de la menta y
el resto son cantidades variables de la disolucion madre de la sal metalica y

de agua destilada.
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Tabla 12. Preparacion de las diferentes concentraciones de sales metalicas

para la sintesis de nanoparticulas de plata con extracto acuoso de Mentha sp.

Concentracién de Extracto vegetal Solucién Madre Agua destilada
sal metalica (mM) (mL) sal metalica (pL) estéril (uL)
0 2 0 500
1 2 25 497 .5
5 2 12,5 487,5
10 2 25 475
100 2 250 250
200 2 500 0

Durante las primeras horas se realizaron observaciones para comprobar los
diferentes cambios visibles, como por ejemplo cambio en el color del
extracto, resultado de la formacion de NPs. Tras esto, las soluciones

ensayadas fueron incubadas en la estufa a 60 °C hasta que se evaporé todo el

sobrenadante.
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Figura 47. Proceso de sintesis verde de nanoparticulas metalicas a partir de
un extracto vegetal de hojas de Mentha sp. utilizando nitrato de plata como

precursor.

3.4 Sintesis verde de nanoparticulas de plata a partir de agentes
reductores presentes en plantas.

Para la sintesis de nanoparticulas de plata, se utilizé nitrato de plata (AgNO3)
y los siguientes agentes reductores (Figura 45): quercetina, f-caroteno, acido
galico, acido ascorbico, acido hidroxibenzoico, &cido cafeico, catequina y
escopoletina. Se obtuvieron todos los reactivos de Sigma-Aldrich Quimica

SL, Madrid, Espafia. Todos los reactivos se utilizaron directamente.

Todas las soluciones madre se prepararon utilizando agua destilada, la
solucién de nitrato de plata en concentracion 2 M y soluciones 100 uM de
cada antioxidante. Los dos antioxidantes menos hidrofilicos (quercetina y -

caroteno) se mantuvieron en constante agitacion.

Para la preparacion de la mezcla de reaccidn, se mezcl6 la solucién de nitrato
de plata con el volumen apropiado de solucion de cada antioxidante para
lograr las siguientes concentraciones de nitrato de plata en el volumen final:

1 mM, 25 mM, 5 mM y 10 mM con una concentracion de 100 uM del
antioxidante. La reaccion de reduccion se llevo a cabo a 40 °C durante 5 h.
Se utilizd agitacion constante para preparar y utilizar las soluciones

antioxidantes.
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3.5 Caracterizacion de las nanoparticulas.

Existen diferentes técnicas de caracterizacion para estudiar las propiedades
fisicoguimicas (tamafio, forma, peso molecular, pureza, composicién
quimica, estabilidad y solubilidad) de las NPs obtenidas por sintesis verde.
Algunos de los métodos utilizados para tener una informacion detallada sobre
la naturaleza del producto obtenido son el andlisis espectroscdpico UV-VIS,
la microscopia electronica de transmision (TEM), el andlisis FTIR vy el

analisis de difraccion de rayos X (DRX).

3.5.1 Anadlisis espectrofotométrico UV-Vis.

La espectroscopia de absorcion UV-vis es el método mas utilizado para
caracterizar las propiedades oOpticas y las estructuras electronicas de las
nanoparticulas, ya que las bandas de absorcion estan relacionadas con el
diametro y la relacion de aspecto de las nanoparticulas metélicas y
semiconductoras. Las soluciones de nanoparticulas de Ag coloidal tienen un
color distintivo que surge de sus pequefias dimensiones. En dimensiones
nanometricas, la nube de electrones puede oscilar sobre la superficie de la
particula y absorber radiacion electromagnética a una energia particular. Esta
resonancia conocida como resonancia de plasmon de superficie o absorbancia
de plasmén de nanoparticulas es una consecuencia de su pequefio tamafio,
pero puede verse influenciada por numerosos factores, en particular, las
funcionalizaciones de superficie y solvente son los contribuyentes

importantes a la frecuencia e intensidad exactas de la banda.
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El tamafio y la forma de las nanoparticulas metalicas determinan la posicion
espectral de la absorcion de la banda de plasmon, asi como como su ancho.
Los metales nanométricos, como la plata, se ha demostrado que exhiben

propiedades Opticas dependientes del tamafio (Smitha et al., 208).

Se realiz6 un barrido en el espectrofotometro en el rango de 300 a 500 nm de
las soluciones de extracto vegetal a las que se les afiadié una concentracion
100 mM de sal metalica, tanto de nitrato de plata como de aluminio cada 15

minutos durante 2 horas, y a las 24 horas de producirse la reaccion.

En el caso de las sintesis mediante los agentes reductores, se analizaron los
espectros de absorcion UV-visible de las soluciones de nanoparticulas de Ag
en el rango de longitud de onda de 300 a 500 nm usando un espectrofotémetro
UV-visible. Los resultados se presentan como gréaficos de barras cuando la
longitud de onda del plasmon de resonancia se ha podido determinar, de lo

contrario solo se presenta el espectro.

3.5.2 Microscopia electrénica de transmision (TEM).

La microscopia electrénica de transmision es una técnica muy popular para
la caracterizacion de nanomateriales. Esta técnica ofrece imagenes con alto
detalle espacial de resolucion en un rango atomico y ofrece detalles de la
composicion quimica del metal (Smith, 2015). La manera en que funciona
es que se dispara un haz de electrones a la muestra que, si es de menos de
100 nm de grosor es atravesada por estos. Al hacerlo, se da una interaccion
electron-electron que los transforma. Estos electrones transformados son
detectados por una serie de lentes que generan una imagen con la informacion
obtenida (Anukiruthika et al., 2020).
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Ademas, mediante el TEM se puede analizar con la espectroscopia de rayos
X de dispersion de energia (EDS, también abreviado EDX o XEDS) la

caracterizacion quimica / analisis elemental de las nanoparticulas.

Las nanoparticulas se dispersaron en 1 mL de agua. Las rejillas TEM fueron
preparadas colocando una gota de la suspension de particulas en una rejilla
de cobre recubierta de carbon y secandola a temperatura ambiente. Este
analisis se realizd con un microscopio JEOL JEM-2100 en el Centro de
Apoyo a la Investigacion (CAl) e Instalacion Cientifico Tecnoldgica Singular
(ICTS) de la Universidad Complutense de Madrid (UCM), en el Centro

Nacional de Microscopia Electronica.

3.5.3 Analisis de difraccion de rayos X (DRX).

Esta técnica es utilizada para conocer las propiedades de las superficies de los
nanomateriales, que aportan datos cuantitativos, de estado quimico y de
distribucidn energética. Permite la identificacion de las fases cristalinas en
la muestra mediante la comparacion de su espectro de difraccion con una base
de datos internacional reconocida y que contiene mas de 190.000 fases. La
muestra se excita por radiacién electromagnética a una longitud de onda
determinada, de manera que la muestra emite fotoelectrones. Esta energia
emitida es detectada por un fotomultiplicador, y nos da informacién sobre la
muestra (Anukiruthika et al., 2020).

Los perfiles de difraccion de rayos X en polvo se obtuvieron de un Empyrean
Cu LFF Difractometro de rayos X con un rango de 2 theta de 2 a 80. Los
analisis se realizaron en el Centro de Apoyo a la Investigacion (CAI) de
Difraccion de Rayos X de la Universidad Complutense de Madrid, Ciudad
Universitaria s / n, 28040 Madrid. Los patrones de difraccion resultantes

(medidos con DRX) se compararon con patrones de referencia de la base de
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datos de patrones de difraccion patrones (Centro Internacional de Datos de
Difraccidn; base de datos ICDD).

El tamafio medio de las nanoparticulas se calculo de acuerdo con el método
de Scherrer (Patterson, 1939; Scherrer, 1918):

0,9 A

Tzﬁ * cosO

Donde:

D = el tamafio medio de cristal (nm),
k = constante de Scherrer,

A = Longitud de onda de rayos X,

B = ancho completo a la mitad del maximo del pico (FWHM). Esto tiene que

ser convertido a radianes
0 = angulo de difraccion.

La evaluacidn del analisis DRX se utiliz6 para identificar la naturaleza de las
nanoparticulas sintetizadas. Primero, los  valores 26 estandar para las
nanoparticulas de plata en forma de nanocristales dados en la literatura fueron
indexados a los planos (111), (200), (220), (311) y (222). Luego, la presencia
de otros picos de 20 a 80 en el difractograma DRX indicé la presencia de
oxidos de plata. Las fases identificadas para los 0xidos de plata se han
indicado y la lista de patrones identificados se ha insertado como tablas en

los graficos.
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3.5.4 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) se basa en
el hecho de que la mayoria de las moléculas absorben la luz en la regién
infrarroja del espectro electromagnético, convirtiéndola en vibracion
molecular. Esta absorcion es caracteristica de la naturaleza de los enlaces

quimicos presentes en una muestra.

Con un espectrometro, esta absorcion se mide como una funcién de longitud
de onda (como nimeros de onda, tipicamente de 4000-600 cm?). El resultado
es un espectro que sirve como una caracteristica "huella digital molecular"

que se puede utilizar para identificar muestras organicas e inorganicas.

La FTIR permite el andlisis in situ de interfaces para investigar la adsorcion
superficial de grupos funcionales en nanoparticulas (Imali et al., 2014). Los
datos moleculares obtenidos a través de esta técnica permiten establecer
cambios estructurales y conformacionales de los grupos funcionales
autoensamblados en la superficie de las nanoparticulas (Baraton y Merhari,
2007).

Las mediciones de espectroscopia de infrarrojos con transformada de Fourier
se realizaron con un Espectrofotometro JASCO (FT / IR-6200) en el CAl de
Técnicas Fisicas y Quimicas, Unidad de Espectroscopia y Correlacién de la
Universidad Complutense de Madrid, Plaza de Ciencias, 2, 28040 Madrid. El
analisis de los resultados se realizd segln las tablas de espectroscopia

infrarroja (Callejas, 2000).
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3.5.5 Oxidacion de AgNPs en presencia de cianuro.

La interaccion entre las nanoparticulas de plata (AgNP) sintetizadas con los
agentes antioxidantes e iones de cianuro fue estudiada usando la absorcién
UV-Visible. EI método se basa en la oxidacion de las AgNP con oxigeno
disuelto en presencia de iones cianuro, lo que produce una disminucion en la
intensidad de la banda de absorcion de resonancia del plasmon superficial de
las AgNPs (Hajizadeh et al.,, 2011). Este fendémeno ocurre como
consecuencia de la formacion del complejo Ag(CN), incoloro segun la

siguiente reaccion:
Ag + 20N~ [2l Ag(CN), ™ + e

El espectro de absorcion entre 300 y 500 nm de longitud de onda fue
analizado afiadiendo un volumen igual de cada antioxidante a la solucion
madre de nitrato de plata (2 M) y en comparacion con el espectro cuando se

afadio la mitad de volumen de una solucién de cianuro 5 mM.

3.5.6 Estimacion de la concentracion de nanoparticulas de plata.

Se utilizaron dos métodos diferentes para estimar la concentracion de

nanoparticulas de plata sintetizadas por cada uno de los agentes reductores.

a) A partir del espectro UV-visible y el tamafio medio de las
nanoparticulas determinado por TEM segun Paramelle et al. (2014). La
concentracion molar de nanoparticulas de plata (mol L™ 1) se calcula

aplicando la Ecuacion de la ley de Lambert- Beer:

C=A/¢
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Donde: C es la concentracion molar, A es la absorbancia maximay &

es el coeficiente de extincion molar.

b) Calculando la concentracion molar segun Kalishwaralal et al. (2010).

Segun la férmula propuesta por la Ecuacion de Liu et al. (2017):

C=Ny/N-V.Nj

Donde: C es la concentracion molar de nanoparticulas, Nt es el
numero total de atomos de plata agregado como AgNOs;, N es el
numero de atomos de cada nanoparticula, V es el volumen de la
reaccion de sintesis en L (litros) y Naes el niumero de Avogadro
(6.023 x 10%).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Sintesis verde de nanoparticulas de plata a partir de extractos de
Mentha longfolia L. y Mentha piperita L.

Siguiendo el método de preparacion de los extractos acuosos se obtuvieron:
uno de color amarillo-verdoso en el caso de Mentha longifolia L. (figura
48a) y otro de color marron-caramelo en el caso de Mentha piperita L. (figura
48b).

Figura 48. Extractos acuosos Yy hojas secas de a) Mentha longifolia L. y b)
Mentha piperita L.

La formacién de las AgNPs por sintesis verde fue determinada de manera
visual, ya que se espera un cambio de color en el extracto a lo largo del
tiempo al afadir el nitrato de plata. En este caso fue mas rapido: una vez
afiadido el nitrato de plata se pudo observar un cambio en el color a un tono
muy oscuro a los 10 minutos (Figuras 48b y 49b). Se pudo observar de

manera clara la diferencia entre las diferentes concentraciones de nitrato de
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plata, ya que cuanto mayor era la concentracion, mas rapido se tornaba
oscuro el color de la disolucién y mas oscura era esta. Se observaron
rapidamente unas deposiciones de color negro que precipitan al fondo del

tubo de ensayo.

Entre las diluciones de AgNPs de Mentha longifolia L. (Figura 49) y las de
Mentha piperita L. (Figura 50) no hay mucha variacion: ambas forman
precipitado de una tonalidad similar al poco tiempo de afiadir el nitrato de
plata. En el caso de las mentas, se ha atribuido a los terpenos,
fundamentalmente sequiterpenoides y monoterpenoides, la principal accion

reductora en reducir Ag a Ag° del nitrato de plata (Javed et al., 2020c).

Una vez se pusieron los tubos en la estufa a 60 °C los cambios se hicieron
mas notorios y se observaron en los dias posteriores. Conforme pasaban los
dias, el extracto fue evaporandose y fueron quedando cada vez mas depoésitos
en el fondo de los tubos de ensayo. A la semana, el liquido se habia evaporado
por completo y en el fondo de los tubos aparecieron unas estructuras

cristalinas de color negruzco.

Se observo que en todas las concentraciones se formaron estas estructuras,
pero que el tamafio de este producto depositado variaba en funcion de la
concentracion inicial de nitrato de plata que habia en los tubos de ensayo.
Entre las distintas concentraciones no se observan diferencias de color: todas
las concentraciones presentan un color negro (Figura 50). Tampoco aparecen
diferencias a la hora de disgregar la masa metélica, ya que todas tenian una
textura similar, sin poros, y estaban muy adheridas al fondo del tubo de

ensayo.
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M. piperita M. longifolia

a)

~—

Figura 49. Extractos acuosos de Mentha piperita L. y M. longifolia L. con
nitrato de plata, a diferentes concentraciones (de izquierda a derecha: 0, 1, 5,
10, 100 y 200 mM). (a) a tiempo 0; (b) a 1 hora; (c) a 24 horas y (d) a 1

Semana.
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Figura 50. Nanoparticulas de plata obtenidas por sintesis verde a partir de
extracto acuoso de hoja de a) Mentha piperita L. y b) Mentha longifolia L.
con nitrato de plata a diferentes concentraciones tras ser retiradas de los tubos
de ensayo (de izquierda a derecha: 200, 100, 10, 5, 1 y 0 mM).

Este cambio de color ha sido descrito en otros trabajos (Akintelu et al., 2020)
como indicativo inicial de la sintesis de AgNPs. El cambio en el color de la
mezcla de reaccion se considera una respuesta de la interaccion de las AgNPs
con una longitud de onda luminica (Ajitha et al., 2019). Ademas de este
aparente cambio, aparecian precipitados de un color oscuro que podian
quedarse flotando o precipitar al fondo del tubo de ensayo. La diferencia a
diferentes concentraciones es clara: cuanto mayor es la concentracion de
nitrato de plata, mas rapido se volvia de color negro la disolucién y més
grande era el precipitado. A concentraciones mas bajas, el cambio de color
era mas gradual y la cantidad de precipitado era menor.
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Se ha descrito que, en funcion del tamafio y composicién quimica de las
AgNPs, el color que obtiene varia, lo que explica las diferencias de color en

las disoluciones a diferentes concentraciones (Hussen y Siddiqi, 2014).

4.2 Caracterizacion de las nanoparticulas de plata sintetizadas con los
extractos acuosos de M. piperita L. y M. longifolia L.

Las nanoparticulas de plata sintetizadas con los extractos acuosos de ambas
especies, M. piperita L. y M. longifolia L. se han caracterizado mediante
diferentes tecnicas: espectroscopia UV-Vis, microscopio electronico de
transmision (TEM), espectroscopia de infrarrojos con transformada de
Fourier (FTIR) y Difraccion de rayos X (DRX). Ademas, a partir de los
espectros UV-Vis, las imagenes de TEM y los difractogramas de DRX se han
realizado estimaciones del tamafio medio de las nanoparticulas de plata

sintetizadas.

4.2.1 Andlisis espectroscépico UV-Vis.

Con el objetivo de analizar el espectro UV-Vis obtenido con las
nanoparticulas de plata es preciso eliminar el posible ruido de fondo causado
por la posible presencia de nitrato de plata que no haya reaccionado en su
totalidad. Para ello se realizo, una caracterizacion de la disolucion del nitrato
de plata que sera utilizado para generar las NPs mediante espectrometria UV-
Vis. Como resultado se observaron maximos de absorbancia por debajo de
la longitud de onda de 350 nm, con picos entre los 260 y los 310 nm (Figura

51a).

A continuacion, se realizo un barrido en el espectrofotometro en el rango de
300 a 500 nm de las soluciones de extracto vegetal a las que se les afiadié una
concentracion 100 mM de nitrato de plata.
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Los resultados obtenidos muestran unos méximos de absorbancia en torno a
los 380 nm (Pico 5, Figura 51b) en el caso de la dilucidn con el extracto de
Mentha longifolia L. y cerca de los 370 nm (Pico 6, Figura 51C) en el caso
de la dilucion con el extracto de Mentha piperita L. Estos maximos no
aparecen cuando se hace la caracterizacidn de los extractos vegetales acuosos
y tampoco cuando se mide la absorbancia de las diluciones de nitrato de
plata. Segln la Teoria de Mie, las nanoparticulas pequefias absorben la luz a
las menores longitudes de onda mientras que las de mayor tamafio lo hacen
a longitudes de onda mayores (Sharma et al., 2006). Al aumentar el tamario
de las nanoparticulas se produce un notable desplazamiento hacia el rojo en
la posicion de la longitud de onda correspondiente a la maxima eficiencia de
extincion. La meseta (pico 7) que aparece en la Figura 51b se puede atribuir

a la agregacion de las nanoparticulas.

Los maximos de absorcion obtenidos en este trabajo concuerdan con lo
descrito en la bibliografia por Tehri et al., (2020) y Akintelu et al., (2020),
donde se indica que la variacion del maximo de absorbancia tiene que ver con
la concentracion y el tamafio de las NPs y donde se describen como
maximos de absorbancia caracteristicos de la excitacion del plasmon
superficial de las AgNPs valores de entre 400 y 460 nm. Por todo ello se
puede concluir que se han sintetizado AgNPs mediante un proceso de sintesis
verde a partir de los extractos de los dos tipos de mentas, y que hay
diferencias entre las nanoparticulas obtenidas de cada extracto en cuanto a
tamafio y concentracion, ya que presentan diferentes maximos de

absorbancia.
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Figura 51. Espectro UV-Visible del nitrato de plata (a) y las nanoparticulas

de plata en suspension formadas por la reaccion del extracto acuoso de (b)
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Mentha piperita L. y (c) Mentha longifolia L. con nitrato de plata a
concentracion 100 mM. La linea roja marca el rango de las sefiales atribuibles

a la presencia de nitrato de plata en las muestras.

4.2.3 Andlisis mediante microscopia electronica de transmision (TEM).

Con el microscopio electronico de transmisién (TEM) se ha analizado la
morfologia y el tamafio de las AgNPs obtenidas a partir de los extractos
acuosos de las dos mentas. Los resultados obtenidos con esta técnica
muestran que ha habido formacién de AgNPs de de entre 4 y 18 nm en el
caso de las obtenidas a partir de extracto de Mentha piperita L. (Figura 52A)
y de entre 9 y 18 nm en el caso de las obtenidas a partir del extracto de
Mentha longifolia L. (Figura 53A). Resultados similares fueron obtenidos por
Javed et al. (2020a y 2020b) a partir de extracto de hoja de Mentha longifolia
L., en su caso con NPs, visualizadas mediante SEM, observando
nanoparticulas de entre 10 y 100 nm de diametro y 13-50 nm,
respectivamente. Rauf et al. (2021), sintetizaron nanoparticulas de plata de
unos 13,5 nm de didmetro utilizando el extracto metandlico de M. longifolia
L.

Tras la reaccion con CN de las nanoparticulas de plata (y 53C), sintetizadas
con el extracto acuoso de M. piperita L. se visualizan estructuras espinosas
tridimensionales como se puede apreciar en la figura 52C. En el caso de las
AgNPs sintetizadas con el extracto de M. longifolia L. se puede observar en
la figura 53C la presencia de estructuras con forma de hoja de helecho bien
definidas y formadas por las nanoparticulas agregadas. Este tipo de

estructuras también han sido descritas por Liang et al., (2017).
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4.2.4 Analisis FTIR (Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier).

Mediante el anélisis FTIR se han observado dos graficas muy similares
(Figuras 52E y 53E) para las nanoparticulas sintetizadas con M. piperita L.
y M. longifolia L. En el espectro infrarrojo, la sefial de estiramiento H-O-H
aparece entre 3600 y 3100 cm, en cuyo caso también se observa la flexion
entre 1640 y 1615 cm™. En las nanoparticulas de M. piperita L. estas sefiales
se corresponden con las bandas 3393 cm?, 3290 cm™ y 1642 cm, como se
puede apreciar en la figura 52E. En el caso de M. longifolia L. estas sefiales
se corresponden con las bandas 3412-3247 cm? y 1640 cm™ como se puede

apreciar en la figura 53E.

La sefial a 2388 cm™ que se ha detectado en ambos tipos de nanopariculas
puede estar asociada con la presencia de fuertes puentes de hidrogeno (Roska
et al., 2018). El pico a 2354 cm'?, en ambas muestras, se corresponderia con

la adsorcion de CO, sobre las nanoparticulas (Bekhti et al., 2021).

Los dos picos a 1773 y 1753 cm™ que aparecen en ambas muestras se
corresponderian con la doble banda del carbonilo, estiramiento del carbonilo,
caracteristico de los anhidridos. Un pico intenso a 1286 cm™ que se visualiza
en ambos tipos de nanoparticulas se corresponde con el estiramiento C-0. A

1074 cm se muestra en ambas muestras el estiramiento asimétrico C-O. El
estiramiento del enlace C-OH se detecta por la presencia del pico a 1043 cm-

! El pico a 801 cm se asoci6 a una flexion C—H (675-1000 cm?). La sefial

a 732 cm! en ambas muestras se corresponde con el estiramiento C=C.

El pico a 2943 cm?, que sélo se observa en las nanoparticulas sintetizadas
con M. longifolia L. se corresponderia con el estiramiento de CH; adsorbido
(Oztiirk y Bahgeli, 2006).
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4.2.5 Analisis DRX (Difraccion de rayos X).

La mayoria de los nitratos metélicos se descomponen térmicamente en los
respectivos dxidos, pero el 6xido de plata se descompone a una temperatura
mas baja que el nitrato de plata, por lo que la descomposicion del nitrato de
plata produce plata elemental en su lugar. Sin embargo, segun el analisis
realizado mediante DRX, en ambas muestras de nanoparticulas, no se han

obtenido exclusivamente nanoparticulas de plata elemental.

En el caso de las nanoparticulas de plata sintetizadas con el extracto de M.
longifolia L. mediante el analisis DRX (Figura 53F) ademas de la plata
elemental, se ha detectado un exceso de nitrato de plata que no ha reaccionado
y se ha observado también la presencia de oxido de nitrato de plata, nitrato
amonico, nitrito de plata, nitrato hidrato hidracina de plata y amino nitrito de

plata.

El difractograma, con picos de difraccion en valores de 26 de 38.16 y 64.53
podrian indexarse a los planos (111) y (220) de la estructura cubica centrada
en las caras (fcc), que es compatible con la fase Ag. Segun la ecuacion de
Scherrer se calculé el tamafio medio de las particulas cristalinas de plata como
de 42 nm.

En el caso de M. piperita L. (Figura 52F), se ha observado la presencia de
nitrato de plata, amonio nitrato de plata y nitrito de plata. Sin embargo, a
diferencia de lo que ocurria en el caso de M. longifolia L., se han detectado

dos tipos de plata elemental y de 6xido de plata.

El difractograma, con picos de difraccion en valores de 26 de 38.12 y 44.69
podrian indexarse a los planos (111) y (200) de la estructura cubica centrada
en las caras (fcc), que es compatible con la fase Ag. Segun la ecuacién de
Scherrer se calculo el tamafio medio de las particulas cristalinas de plata de

27 nm.
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Figura 52. Analisis de nanoparticulas de plata sintetizadas a partir del extracto
acuosos de Mentha piperita L. A) Micrografia de TEM de nanoparticulas de
plata antes del tratamiento con cianuro. B) EDS (espectroscopia de rayos X
de dispersion de energia) de las AgNPs. C) y D) micrografias de TEM de
nanoparticulas de plata después del tratamiento con cianuro. E) Perfil DRX
de las AgNPs obtenidas por la reaccion del extracto acuoso de Mentha

piperita L. con AgNO:s.
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Figura 53. Analisis de nanoparticulas de plata sintetizadas a partir del extracto
acuosos de Mentha longifolia L. A) Micrografia de TEM de nanoparticulas
de plata antes del tratamiento con cianuro. B) EDS (espectroscopia de rayos
X de dispersion de energia) de las AgNPs. C) y D) micrografias de TEM de
nanoparticulas de plata después del tratamiento con cianuro. E) Perfil DRX
de las AgNPs obtenidas por la reaccion del extracto acuoso de Mentha
longifolia L. con AgNO:s.
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4.3 Estimacion de la concentracion de nanoparticulas de plata sintetizadas con
los extractos acuosos de M. piperita L. y M. longifolia L.

Las concentraciones de nanoparticulas de plata se calcularon a partir de la ley
de Beer-Lambert (Paramelle et al., 2013). Para M. piperita L. se ha calculado
una concentracion 3.85 nM de particulas de un didmetro de 27 nm (calculado
segun el difractograma de DRX). Para M. longifolia L. se ha calculado una
concentracion 3.61 nM de particulas de un diametro de 42 nm (calculado

segun el difractograma de DRX).

La concentracion molar teorica, asumiendo la conversion total de iones de
plata en nanoparticulas de plata (Kalishwaralal et al., 2010) se ha
determinado en 1734 nM para las nanoparticulas de didmetro de 27 nm
sintetizadas con M. piperita L. y 451 nM para las nanoparticulas de diametro

de 42 nm sintetizadas con M. longifolia L.

4.4 Sintesis verde de nanoparticulas de plata a partir de agentes
reductores presentes en plantas.

Las diferencias en los agentes responsables de la biorreduccion que
desencadena la sintesis de nanoparticulas dan como resultado la produccion
de nanoparticulas con diferentes formas, tamafios y bioactividad. A la luz de
estas consideraciones, se ha estudiado en detalle la sintesis de nanoparticulas
de plata por los principales antioxidantes no enzimaticos presentes en las
plantas (Figura 45) con el fin de determinar su papel en el proceso de sintesis

verde de nanoparticulas de plata.

La adicion de los diferentes antioxidantes vegetales a la solucién acuosa de
nitrato de plata resulté en un cambio en la coloracion de la solucion después
de 5 h de reaccion, lo que indica la formacion de nanoparticulas de plata
(Figura 54).
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Figura 54. Cambio de color tras la adicion de diferentes antioxidantes de
origen vegetal a una solucion de nitrato de plata 2 M. (A) Inicio (tiempo 0);
(B) después de 5 h de incubacion a 40 °C en la oscuridad. Los numeros
identifican los diferentes antioxidantes utilizados: 1 = quercetina; 2 = -
caroteno; 3 = &cido gélico; 4 = acido ascorbico; 5 = acido hidroxibenzoico;
6 = &cido cafeico; 7 = catequina; 8 = escopoletina; y 9 = control (sin

antioxidante afiadido).

217



4.5 Caracterizacion de las nanoparticulas de plata sintetizadas con los
agentes reductores presentes en plantas.

Las nanoparticulas se caracterizaron por absorcion espectroscopica UV-Vis,
analisis TEM, analisis FTIR, analisis DRX y reactividad de las nanoparticulas
de plata. Aunque se han detectado tanto nanoparticulas de plata Ag® como
nanoparticulas de 6xido de plata, todas ellas seran mencionadas como AgNPs

a partir de este punto.

4.5.1 Sintesis de nanoparticulas de plata por quercetina.

La Quercetina (3,3',4',5,7-pentahidroxiflavona) es un flavonoide muy
abundante en plantas que contienen cinco grupos hidroxilo en las posiciones
3,5, 7,3, 4"y un grupo carbonilo en la posicion cuatro (Figura 45). La
guercetina tiene baja solubilidad en agua. Aungue se considera un compuesto
hidrofobo, entre los flavonoides tiene uno de los coeficientes de particion
octanol-agua mas bajos (log P = 1,82+0,32; (Rothwell et al., 2005) lo que
implica que su particion en disolventes hidrofobos también es limitada. Este
flavonoide tiene un papel importante en la eliminacion de radicales libres y
también tiene la capacidad de formar complejos facilmente con muchos
metales (Bukhari et al.,, 2009). Debido a esta ultima caracteristica, la
quercetina presenta una fuerte interaccion con las nanoparticulas metalicas.
Ademas, la quercetina reduce los iones de plata en soluciones acuosas de
sales de plata (como en este caso el nitrato de plata), probablemente mediante
la formacion de un complejo intermedio donde la densidad de electrones se

desplaza hacia el i6n de plata (Egorova y Revina, 2000).

El cambio de coloracion de la solucion de nitrato de plata causado por la
quercetina a un color grisaceo (Figura 55(A-1, B-1)) es caracteristico de las

nanoparticulas de plata sintetizadas. La quercetina reacciono inmediatamente
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con la solucion de nitrato de plata (Figura 55(A-1)) para producir un
precipitado grisaceo caracteristico de las nanoparticulas de plata que se

adhirieron a las paredes del recipiente.

El estudio del espectro UV-visible (Figura 551) no mostr6 una banda de
plasmén superficial (SPB) caracteristica de la excitacion del plasmon
superficial de las nanoparticulas metalicas. Sin embargo, esta diferencia
puede deberse al método de sintesis, la quercetina sintetiza nanoparticulas de
plata (Tasca y Antiochia, 2020) y nanoparticulas de plata en micelas inversas
(Bukhari et al., 2009) en presencia de NaOH y mediante la inyeccion de una
solucion salina acuosa en octano o heptano. El espectro obtenido fue
claramente diferente de los espectros conocidos de nanoparticulas de plata y
se debid a la formacion de grandes agregados de quercetina (Petit et al.,

1993). La molécula de quercetina sufre modificaciones quimicas a pH neutro,
implicando la dimerizacion u oligomerizacion del flavonoide en la superficie
de los AgNPs con un papel importante de los anillos A y C mientras que, a
pH alcalino, el anillo B es responsable de un cambio en este protocolo de

dimerizacion (Jurasekova et al., 2014).

Sin embargo, el andlisis por microscopia electronica (TEM) permitié la
observacion de estructuras micelares compuestas por nanoparticulas de varios
tamarios (Figura 55 A-C). Estas estructuras son caracteristicas de elementos
de caracter anfipatico en los que el extremo polar estad en contacto con la
solucion acuosa mientras que el extremo hidrofobo se situa hacia el interior
de la micela. La quercetina hidréfoba se limitaria a las vesiculas formadas
entre las nanoparticulas, mientras que las nanoparticulas mas pequefias se
encuentran en la capa méas externa de estas estructuras. Como las
nanoparticulas se formaron por la reduccion provocada por la quercetina, esta
a su vez se transformo en los productos de su oxidacion (principalmente acidos
3,4-dihidroxibenzoico y 2,4,6-trihidroxibenzoico (Zenkevich et al., 2007).
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Estos dos &cidos tienen una mayor naturaleza hidrofila que la quercetina,
determinando asi la ubicacidn de las estructuras de estas nanoparticulas mas

pequenas y reactivas en la superficie.

La asociacion de quercetina con nanoparticulas de plata fue confirmada por
FTIR. La Figura 55G muestra el espectro FTIR de las nanoparticulas de plata,
mientras que la Figura 55H muestra el espectro de quercetina. En el espectro
FTIR de nanoparticulas de plata sintetizadas con quercetina, destacan cuatro
bandas en 3281, 1753, 1274 y 800 cm™. La banda a 3281 cm indicé la
presencia del estiramiento O—H. En el espectro de la quercetina, también se
observé una amplia banda de absorcion entre 3288 y 3374 cm, que también
correspondi6 al estiramiento O—H. La banda débil a 1753 cm™ correspondi6
al grupo C=0 anhidrido. La banda en el espectro de quercetina a 1158 cm*
correspondio al estiramiento C—OH. Este grupo funcional se modificé en las
nanoparticulas de plata sintetizadas y correspondia a una banda muy intensa
en el espectro FTIR de las nanoparticulas de plata a 1274 cm™* (Estiramiento
C-0; 1210-1320 cm™). La banda a 800 cm™ correspondia a una flexiéon C—H
(675-1000 cm™?) que correspondia al estiramiento C—H a 3075 cm™. Estas
bandas representan las vibraciones de la flexion C—H en el anillo aromatico.
Ademas, una banda ancha en el rango de 500 a 600 cm™ podria atribuirse a
la vibracion Ag — O (Shume et al., 2020).

El analisis DRX confirmd la sintesis de varios compuestos de nanoparticulas
de plata en diferentes estados de oxidacion: 6xido de plata (I, I111) (AgO),
Oxido de plata (Ag20) y plata metalizada (Figura 55J). El patron con lineas
de difraccion a valores 26 de 38.15°, 44,33°, 64,52°y 77,52° podria indexarse
a los planos (111), (200), (220) y (311). El analisis DRX confirmo la
estructura clbica centrada en las caras (fcc). Segun la ecuacion de Scherrer,
el tamafio medio de cristalito de las particulas cristalinas de plata metalica era

igual a 106 nm.

220



La reactividad de las nanoparticulas analizadas por su oxidacion en presencia
de cianuro mostro una disminucion en la intensidad de la banda de absorcion
de resonancia de plasmon superficial de las AgNP sintetizadas con quercetina
(Figura 551). Las nanoparticulas resultantes observadas a través de TEM
(Figura 55D—F) mostré como se altero la morfologia de las estructuras. La
aparicion de estructuras en forma de varillas fue visible. La transformacién
de nanoparticulas de plata en funcion de las condiciones ambientales es un
fendbmeno comdn (Kedziora et al., 2018). Por lo tanto, la transformacion
quimica de las nanoparticulas de plata en AQCN causaria estos cambios en el
tamafo y la forma de las nanoparticulas y, por lo tanto, cambiaria de una

formacion esférica similar a una micela a una varilla (Lee et al., 2017).
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Figura 55. Analisis de nanoparticulas de plata sintetizadas por quercetina
(AgNP). (A-C) imagenes de AgNP obtenidas por microscopia electronica de
transmision (TEM). (A) Estructuras parecidas a micelas. (B) Detalle de
estructura micelar. (C) Detalle de vesiculas ubicadas entre las nanoparticulas
de plata. (D-F) Iméagenes TEM de AgNP despues de la adicién de cianuro.
(D) estructura en forma de varilla. (E) Detalle de filamento que muestra la

agregacion de las nanoparticulas. (F) Detalle de estructuras en forma de
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varillas con su tamafio diametro y comparacion con el tamafio de las
nanoparticulas. (G) Espectro infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)
de nanoparticulas derivadas de quercetina. (H) Espectro FTIR de quercetina.
(I) Espectros de AgNP visibles en ultravioleta (UV) preparados con
quercetina y AgNO; antes (linea azul) y después (linea naranja) de la adicion
de cianuro. (J) Perfil de difraccion de rayos X (DRX) de AgNPs obtenido por
reaccion de quercetina con AgNO; (se ha insertado una tabla de
identificacion). Los picos que identifican la presencia de 6xidos de plata se

han indicado en el difractograma DRX.

4.5.2 Sintesis de nanoparticulas de plata por [-caroteno.

El B-caroteno es el carotenoide mas comun, precursor de la vitamina A, este
pigmento naranja se encuentra principalmente en frutas y verduras. Pertenece
al grupo de los terpenos, en realidad es un tetraterpeno de formula CsoHsg.
Entre los carotenos, el B-caroteno se distingue por tener anillos beta en ambos
extremos de la molécula. Se considera una molécula lipofilica, casi sin
solubilidad en agua (0,0006 g L a los 25 °C). El B-caroteno puede actuar como
un antioxidante eficaz (Burton et al., 1984). La molécula de B-caroteno tiene
la capacidad de ensamblar y alinear 10 atomos de metal en complejos de
manera reversible (Horiuchi et al., 2015). Estas caracteristicas parecen apoyar
el papel de esta molécula en la sintesis de nanoparticulas metélicas a traves
de la sintesis verde. Sin embargo, hasta donde se conoce, no existen datos
sobre la utilidad del -caroteno en la sintesis de nanoparticulas, aunque deberia
participar en la sintesis verde con extractos vegetales muy ricos en este

compuesto (Umadevi et al., 2012).

El color de la solucion de nitrato de plata después de agregar el f-caroteno
fue inicialmente naranja (Figura 56(A-2)), sin embargo, esta coloracion
desaparecid y la solucion permaneci transparente después de cinco horas de
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reaccion a 40 °C (Figura 56(B-2)). Al mismo tiempo, aparecidé un ligero
precipitado en el fondo del recipiente. Cuando se analiz6 el espectro UV-
visible (Figura 56G), aparecieron varios SPB (346 nm, 361 nm; 368 nm y
382 nm) que podrian atribuirse a bandas de resonancia de plasmones
superficiales transversales y longitudinales de las nanoparticulas de plata
anisotrépicas, triangulares y poliédricas que se estan formando (Rycenga et
al., 2011; Loiseau et al., 2019). Se observaron nanoparticulas triangulares y
poliédricas (ambas con las esquinas truncadas) (Figura 56A-C), ademas,
nanoparticulas esféricas de menos de 10 nm de diametro y se puede observar
una pequefa particula triangular con las esquinas truncadas de ese tamaro
(Figura 56C, marcado con una flecha negra). Esta pequefia particula
triangular podria generarse a partir de la oxidacion selectiva en diferentes
zonas de la superficie de las nanoparticulas esféricas (grabado oxidativo de
forma oxidativa) (Tsuji et al., 2012). Para las particulas monocristalinas,
donde todo el volumen esta compuesto por un solo dominio cristalino, la
forma de equilibrio termodindmico es un octaedro truncado (Figura 56C;
flecha blanca) determinada por los planos / facetas 100 y 111. Las formas no
poliédricas (triangular en este caso, flecha hueca) podrian estar compuestas
principalmente por estructuras anisotrépicas (Tao et al., 2008). El tamafio
medio de las particulas triangulares de esquinas truncadas fue de 60+ 5 nm
(Figura 56A, B). La formacion de nanoplacas es comun en la sintesis de
nanoparticulas de plata y oro (Zhang et al., 2011). Se proponen dos hipotesis
para explicar la formacion de estas estructuras altamente anisotrdpicas. La
primera es la "teoria del bloqueo de caras", en la que un elemento se adhiere
selectivamente a una faceta cristalina particular del nanocristal en crecimiento
y, por lo tanto, ralentiza la tasa de crecimiento de esa faceta en relacion con
las demas (Pastoriza-Santos y Liz-Marzan, 2008; Millstone et al., 2009). La
segunda teoria explica que el crecimiento anisotropico preferencial depende

de la simetria cristalina de los nucleos iniciales (Zhang et al., 2011; Zhang et
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al., 2010).

La asociacion de B-caroteno con nanoparticulas de plata fue confirmada por
FTIR. La Figura 56E muestra el espectro FTIR de las nanoparticulas de plata
sintetizadas con B-caroteno, mientras que la Figura 56F muestra el espectro
de B-caroteno. En el espectro FTIR de las nanoparticulas de plata sintetizadas
con B-caroteno, se destacan cinco grupos de bandas en 3457, 2972-2940-

2870, 1773-1753-1715, 1294 y 801-732 cm™. La banda a 3457 cm indic6
la presencia de estiramiento O—H (alcohol). Una banda de absorcion a 3430
cm?® se observd en el B-caroteno, que también correspondié a este
estiramiento O—H. El grupo de bandas 2972-2940-2870 cm* identificaron el
estiramiento de C—H en el espectro del B-caroteno. El grupo de bandas 1773-

1753-1715 cm* representa el estiramiento C=0 y corresponde a una banda
fuerte a 1710 cm™ en el espectro del B-caroteno. La banda mas intensa en el
espectro de las nanoparticulas de plata sintetizadas con B-caroteno fue de

1294 cm™ y revel6 el estiramiento C-O. La banda a 800 cm™ referido a una
flexion C—H (675-1000 cm*) que correspondia al estiramiento C—H a 2972-

2940-2870 cmt. Estas bandas representan las vibraciones del enlace C—H en
el anillo aromético. También una banda ancha entre 500 y 600 cm™

correspondiente al enlace metal-oxigeno.

El patron DRX (Figura 56H) indica que coexisten nanoparticulas cristalinas
y amorfas (Bhatt et al., 2015). En el analisis DRX, se identificaron
nanoparticulas de diferentes estados de oxidacion, Ag,Os y AgsOs. Ambos
Ag;0, y Ag.0; también se pueden preparar mediante oxidacion anodica de
soluciones de sal de plata a un potencial mas bajo (Standke y Jansen, 1986).
El presente resultado es muy relevante, porque la produccion industrial de
Ag,0; para dispositivos médicos y para pilas alcalinas con mezcla de zinc es

dificil (Korkmaz y Karadag, 2021). EI AgsO4 es mas estable que el Ag,0;
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(Hammad et al., 2016). EI Ag,O3 presentd una estructura cibica (Materials
Project ID: mp-11872) que correspondia a una coordinacion octaédrica de
plata en linea con la observada por TEM (Figura 56 C.A). La forma de Agz;0,
era piramidal (Materials Project ID: mp-1605; Wexler et al., 2019), como se
observa en la Figura 4D (Michaelides et al., 2005).

Estas nanoparticulas reaccionaron con cianuro (Figura 56G) y se observo un
cambio hacia longitudes de onda mas cortas. Las particulas resultantes de
estas condiciones oxidantes no tenian formas definidas y eran mas pequefias
(Figura 56D). La forma de las nanoparticulas es determinante en su
reactividad (Zhang et al., 2016). Sin embargo, ademas, los Oxidos
identificados (Ag.03; y Ags0,) eran mas activos cataliticamente,
posiblemente mas que el metal puro como es conocido tradicionalmente
(Michaelides et al., 2005). Esta alta reactividad estaria relacionada con la
utilidad de las nanoparticulas de plata triangulares (especialmente aquellas

con esquinas truncadas) como biosensores (Tsuji et al., 2012).
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Figura 56. Analisis de las nanoparticulas de plata sintetizadas con - caroteno.
(A-D) imagenes de AgNP obtenidas por TEM. (A, B) Nanoparticula
triangular bajo dos angulos de iluminacidn, que permite observar su volumen.
(C) Formas poliédricas (indicadas por la flecha hueca) y formas triangulares
con veértices truncados (indicadas por la flecha negra). (D) AgNP poliédricos
amorfos después del tratamiento con cianuro. (E) Espectro infrarrojo por
transformada de Fourier (FTIR) de nanoparticulas derivadas de -caroteno.
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(F) Espectro FTIR de PB-caroteno. (G) Espectros de AgNP visibles en
ultravioleta (UV) preparados con B-caroteno y AgNO; antes (linea negra) y
después (linea gris) de laadicion de cianuro. (H) Perfiles de difraccion de rayos
X (DRX) de las AgNP obtenidas por la reaccién de - caroteno con AgNOs;
en el recuadro, la tabla con las identificaciones. Los picos que identifican la

presencia de éxidos de plata se han indicado en el difractograma DRX.

4.5.3 Sintesis de nanoparticulas de plata por dcido gdlico.

El acido galico (galato; é&cido 3,4,5-trihidroxibenzoico; 3,4,5-
trihidroxibenzoato; acido pirogalol-5-carboxilico) es un polifenol vegetal, un
tanino hidrolizable, que es un potente antioxidante que contiene tres grupos
hidroxilo y un grupo &cido. El &cido galico es especialmente reactivo entre
los compuestos fendlicos probablemente debido a los tres grupos carboxilo
(Della Pelle et al., 2018). Este acido organico es un quelante natural con una
alta afinidad por los compuestos metalicos (Nascimento et al., 2006). Debido
a su afinidad por los metales y su alta reactividad, el acido galico se ha
utilizado en la sintesis de nanoparticulas de plata (ver, por ejemplo, la revision
de Amini (2019). El acido galico-AgNP podria ser un candidato potencial
para su uso en aplicaciones biologicas y farmacéuticas, por ejemplo, para
combatir infecciones por microorganismos (Li et al., 2015; Riaz et al.,
2021).

La reaccion del acido galico con el nitrato de plata produjo un color gris
caracteristico (Figura 57(A-3)). La reaccion no fue inmediata, pero tardo
menos de una hora (Figura 57(B-3)). Fue una reaccion intensa que brindo
valores de densidad dptica altos (superiores a 2) incluso con concentraciones
bajas de nitrato de plata (Figura 57D). ElI SPB produjo un pico en la longitud

de onda de 440 nm que correspondia a un tamafio de particula de 70 nm. La
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concentracion de nanoparticulas de plata de este tamafio fue de 30 nM (segun
la ley de Beer-Lambert) en comparacidn con una concentracion molar teérica
de 100 nM que se habria obtenido si se hubiera producido la conversion total

de iones de plata en nanoparticulas de plata (Tabla 13).

Tabla 13. Concentracion (nM) de nanoparticulas de diferentes tamafios (20,
50, 70 y 80 nm), sintetizadas por diversos antioxidantes (acido galico, acido
ascorbico, acido hidroxibenzoico, acido cafeico, catequina y escopoletina).
Las concentraciones se calcularon a partir de la Ley de Beer-Lambert (segln
Paramelle et al. 2014). Tedrico: concentracion molar teorica, asumiendo la
conversion total de iones de plata en nanoparticulas de plata (segun
Kalishwaralal et al. 2010).

Concentracién (nM)

Antioxidante 20 hm 50 nm 70 nm 80 nm
Acido gélico - - 30
Acido ascérbico 73,6 11,4 - 4.6
Acido hidroxibenzoico - 1,9 - 0,6
Acido cafeico - 13,5 - 3.2
Catequina 27,3 29 - 1.1
Escopoletina - - 11,1
Tedrico 4000 260 100 53

El acido galico redujo el nitrato de plata a nanoparticulas de plata rapidamente
a temperatura ambiente, pero se formaron agregados ya que no actué como
un buen agente estabilizador (Martinez-Castafion et al., 2008). La formacion
de estos agregados produjo la coloracidon gris observada en la sintesis de

nanoparticulas de plata con acido galico.

La presencia de agregados constituidos por nanoparticulas de forma irregular
con un tamafio cercano a los 20 nm y nanoparticulas esféricas mas pequefias
se observd con la microscopia electronica de transmision de alta resolucion

(Figura 57A). El tamafrio de las nanoparticulas de plata esféricas sintetizadas

229



con &cido galico en sintesis quimica suele ser pequefio (10-15 nm (Kim et al.,
2015; Popescu et al., 2019).

Las nanoparticulas de plata sintetizadas se recubrieron con acido galico segun
los espectros FTIR (Figura 57E, F). Se observd un pico ancho a 3412-3271
cmtidentificar el estiramiento C — H correspondiente con el pico a 3272
cm? para el acido galico. El estiramiento C = O correspondi6 a los 1773-
1753-1634 cm™ banda. Un pico intenso a 1293 cm™indicd un estiramiento
C — O que se corresponde con el pico a 1309 cm™ para el acido galico. Los
800 cm* banda identificé una flexion C — H (675-1000 cm®) que corresponde
al estiramiento C — H del acido carboxilico en los picos de 2917-2850—
2676 cm™. Entre 500 y 600 cm™ una banda ancha indica la presencia de
oxidos de plata. La reduccion de los iones de plata fue el resultado de la
reaccion de oxidacion de los grupos fenolicos del &cido gélico, y el compuesto
quinoide producido fue adsorbido a la superficie de las nanoparticulas de
plata, ayudando a estabilizarlas (Park et al., 2016). Los espectros FTIR
mostraron que los grupos funcionales de acido carboxilico del acido géalico
contribuyeron al enlace electrostatico en la superficie de las nanoparticulas
(Lok et al., 2007).

En el anédlisis DRX (Figura 57G), se muestra la presencia de plata en
diferentes estados de oxidacion: 6xido de plata (I, I11) (AgO), éxido de plata
(Ag0) y plata. El patrén con puntos de difraccion en valores 26 de 38.15°,

44,33, 64,52° y 77,52°, que puede indexarse a los planos (111), (200), (220)

y (311) de la estructura cubica centrada en las caras (fcc), es compatible con
la fase cubica de Ag. Los tamafios medios de las particulas cristalinas de plata
fueron 19 nm para el codigo de referencia 00-003-0921 y 31 nm para el
cédigo de referencia 01-087-0598, calculado mediante la ecuaciéon de

Scherrer.
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Los valores de densidad Optica del espectro de absorcion UV-visible
aumentaron después de la adicion de cianuro (Figura 57H). Estos cambios en
el espectro de absorcion podrian atribuirse a la oxidacion parcial de las
nanoparticulas de plata, con adsorcién quimica de Ag* en la superficie de la
particula (Nair y Laurencin, 2007). La Ag* presenta propiedades bactericidas,
estas nanoparticulas son buenas candidatas para una alta actividad
antimicrobiana (Lok et al., 2007). Esta caracteristica de Ag* iones se debe a
su alta reactividad a los componentes celulares provocada por interacciones
con grupos funcionales como tiol, carboxilato, fosfato, hidroxilo, imidazol,
indol o amina (Prabhu y Poulose, 2012). La presencia de 6xido en la
superficie de estas AgNP asegura una alta actividad antibacteriana,
probablemente debido a la mayor concentracion de ROS que generan
(Cholula-Diaz et al., 2018).

La morfologia de las nanoparticulas resultantes cambio a estructuras en forma
de varillas de gran longitud (mas de 800 nm), segun lo observado por TEM
(Figura 57 A-C). La transformacion de nanoparticulas de plata en funcion de
las condiciones ambientales es un fenémeno comin (Kedziora et al., 2018).
Nuevamente, se pueden observar cambios en el tamafio y la forma de las
nanoparticulas de forma esférica a en forma de varilla como resultado de la
transformacion quimica de las nanoparticulas de plata en AQCN (Lee et al.,
2017).
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Figura 57. Analisis de nanoparticulas de plata sintetizadas con acido galico.
(A) Imagen TEM de AgNP. (B, C) Imégenes TEM de AgNP despues del
tratamiento con cianuro. (B) Agregacién de nanoparticulas antes de la Figura
C. (D) Sintesis de nanoparticulas de plata por reaccion de diferentes AgNO;
concentraciones con acido galico durante 5 h (en intervalos de una hora).

(E, F) Espectros FTIR de nanoparticulas derivadas del acido gélico (E) y
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acido galico (F). (G) Aumento relativo de DO después de la adicion de
cianuro a nanoparticulas de plata. (H) Difractograma DRX de los AgNPs
obtenidos por reaccién del acido galico con AgNQOg; en el recuadro, la tabla
con las identificaciones. Los picos que identifican la presencia de 6xidos de

plata se han indicado en el difractograma DRX.

4.5.4 Sintesis de nanoparticulas de plata por dcido ascorbico

La Vitamina C (CgHgOg) en sus diferentes formas (ascorbato, acido
ascorbico, L-ascorbato, L-acido ascorbico) es una cetolactona con dos grupos
hidroxilo ionizables. EI monoanion de ascorbato (AscH-) es la forma
predominante a pH fisioldgico. AscH- puede sufrir dos oxidaciones
consecutivas de un electrén dando como resultado la formacion de ascorbato
(Asc’) y radicales de acido deshidroascorbico (DHA). El radical ascorbato

es muy reactivo y pasa rapidamente a ascorbato y acido deshidroascorbico:
2Asc’” + H*— AscH + DHA

El ascorbato sufre una autooxidacién dependiente del pH produciendo
perdxido de hidrdégeno. La presencia de metales cataliticos acelera esta

oxidacion.

La sintesis de nanoparticulas de plata con acido ascorbico es un sistema tan
eficaz que, en condiciones Optimas, puede utilizarse como biosensor de acido
ascorbico (Chen et al., 2019; Liu et al., 2018a). El 4cido ascérbico reacciono
inmediatamente cuando se afiadid a la solucién acuosa de nitrato de plata, con
un cambio instantaneo en el color de la solucién de transparente a dorado a una
precipitacion (Figura 58(A-4, B-4)). El color amarillo dorado de la reaccion
es causado por diminutas nanoesferas que absorben luz con picos de
resonancia de plasmon cerca de 400 nm. El espectro de absorcién UV- visible
registrado durante la reaccion durante cinco horas con cantidades variables

de nitrato de plata mostro tres bandas de resonancia de plasmon de superficie
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caracteristicas de las nanoparticulas de plata en las longitudes de onda: 402
nm, 421 nm y 467 nm (Figura 57C — E). Estas nanoparticulas tenian un
diametro promedio de aproximadamente 20 nm, como se observa en la imagen

de microscopia electronica (Figura 58A).

El &cido ascdrbico sintetizd una gran cantidad de nanoparticulas de 20 nm
de tamafio con resonancia de plasmén a A = 402 nm. Se obtuvo una
concentracion relativamente alta de nanoparticulas de plata de este tamafio,
73,6 nM. La concentracidn de nanoparticulas de plata con un didametro de 50
nm fue de 11,4 nM vy la de las nanoparticulas mas grandes con un diametro
de 80 nm solo fue de 4,6 nM, medida de acuerdo con la ley de Beer-Lambert.
Las concentraciones molares teoricas serian 3286 nM, 33 nM y 2,7 nM,
respectivamente, segun se estima asumiendo que se ha producido la
conversion total de los iones de plata en nanoparticulas de plata de estos
tamarios (Tabla 13).

Las sefiales FTIR del &cido ascorbico y de las nanoparticulas de plata
derivadas de la reduccion del &cido ascorbico fueron muy similares (Figura
58G, H). Por ejemplo, se identificd una vibracion de estiramiento del enlace
C = C vy el pico del enol-hidroxilo a 1568-1698 cm® y 1293 cm?,
respectivamente. Lo mismo ocurrié con los picos a 3359 cm™ y 3250 cm?,
que- identifican el enlace de estiramiento O — H (hidroxilo). Ademas, hubo
dos picos a 1715y 1722 cm* que corresponden al estiramiento del enlace C=
O. Picos entre 500 y 600 cm™ son bandas caracteristicas atribuidas a la

vibracion reticular del 6xido de plata (Shume et al., 2020).

En el analisis DRX (Figura 58J), se encontraron diferentes estados de
oxidacion de la plata: plata, oxido de plata (Ag20), oxido de plata (I, 1)
(AgO) y Ags0,. El patrén con puntos de difraccidn de valores 26 de 38,14",
44,34°, 64,44° y 77,48, indexado a los planos (111), (200), (220) y (311) de

la estructura cubica centrada en las caras (fcc), era compatible con la fase
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clbica de Ag. El tamafio medio de las particulas cristalinas de plata como 40

nm se calculd con la ecuacion de Scherrer.

El espectro de extincidn de las nanoparticulas de plata después de la adicion
de cianuro mostro una reduccion en el plasmén de resonancia que se observo
como una disminucion de la densidad oOptica en un 50%. Especificamente,
esta opacidad fue prominente a longitudes de onda de 402 nm, 421 nmy 467
nm (Figura 58F). Por tanto, se pudo concluir que las nanoparticulas de plata
formaron complejos con el acido ascérbico, basandose en el analisis de
espectro FTIR. La formacion de estos complejos produce fluorescencia que
es la base de los sistemas biosensores de acido ascorbico que utilizan
nanoparticulas de plata (Park et al., 2009). Sin embargo, la molécula asociada
con las nanoparticulas fue el &cido deshidroascorbico (DHA; Figura 58l), que
tiene tres grupos carbonilo en su estructura. El posible mecanismo de sintesis
de las nanoparticulas de plata podria explicarse por la oxidacion del &cido
ascorbico a DHA. Por tanto, las nanoparticulas de plata se cubririan con DHA
(Siddiqui et al., 2013). Esta molécula de 1,2,3-tricarbonilo es altamente
electrofilica y la estructura de polihidroxilo se produce por hidrdlisis
irreversible del enlace éster (Xiong et al., 2011). La alta reactividad de estas
nanoparticulas de plata-DHA ha permitido el desarrollo de sistemas simples
de deteccion de cianuro (Khatha et al., 2019).
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Figura 58. Andlisis de nanoparticulas de plata sintetizadas con acido
ascorbico. (A) Imagen TEM de AgNP. (B) imagen de AgNP despues del
tratamiento con cianuro. (C-E) Sintesis de nanoparticulas de plata por

reaccion de diferentes concentraciones de AgNO; con acido ascorbico

durante 5 h (en intervalos de una hora). (C) Méaximo a una longitud de onda
de 402 nm (nanoparticulas de 20 nm de diametro). (D) Maximo a una
longitud de onda de 421 nm (nanoparticulas de 50 nm de diametro). (E)

Méaximo a una longitud de onda de 467 nm (nanoparticulas de 80 nm de
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diametro). (F) disminucién de la DO después de la adicion de cianuro a
nanoparticulas de plata. (G) Espectro infrarrojo por transformada de Fourier
(FTIR) de nanoparticulas derivadas del acido ascorbico. (H) Espectro FTIR
del acido ascorbico. (I) Reaccion redox del &cido ascorbico al &cido
deshidroascorbico y efecto de la adicion de cianuro. (J) Difractograma DRX
de los AgNPs obtenidos por reaccion del acido ascorbico con AgNOs. en el
recuadro, la tabla con las identificaciones. Los picos que identifican la

presencia de 0xidos de plata se han indicado en el difractograma DRX.

4.5.5 Sintesis de nanoparticulas de plata por dcido 2-hidroxibenzoico.

El acido salicilico o acido 2-hidroxibenzoico (C;HsOs) tiene un grupo
hidroxilo y un grupo &cido. La capacidad antioxidante de esta molécula es
muy limitada. Aunque el acido hidroxibenzoico puede formar quelatos con
metales, los formados con plata tienen muy poca estabilidad (Pecci et al.,
1960). La adicion de acido 2-hidroxibenzoico a una solucién de nitrato de
plata conduce a una reaccion lenta y discreta (Figura 59(A-5)) en el que
apenas se aprecia turbidez después de cinco horas a 40°C (figura 59(B-5)).
Esta ligera reaccion produce dos pequerios picos en el espectro UV-visible
(Figura 59C, D) a las longitudes de onda de 421 nm (50 nm de diametro) y
467 nm (80 nm de diametro). Las concentraciones molares son 1,9 nM y 0,6
nM (Tabla 13) para las nanoparticulas de 50 nm y 80 nm, respectivamente.
La sintesis de nanoparticulas de plata utilizando &cido salicilico requiere un
medio alcalino segun la literatura (Gusrizal et al., 2017; Susanthy et al.,
2017). Ademas, el acido m-hidroxibenzoico podria promover la formacion de
AgNP estables sin un agente de proteccion adicional (Gusrizal et al.,
2017). Sin embargo, la reaccion no deberia depender de la presencia de
reactivos fuera de la propia reaccion redox. Es decir, solo se debe considerar
la reaccién independiente del pH, o en otras palabras, el potencial redox de
configuracion real (Krishtalik, 2003).
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La sintesis de nanoparticulas de plata semiesféricas sin formar agregados, que
fueron sintetizadas por reduccién de plata mediada por acido 2-

hidroxibenzoico, fue revelada por imagenes de TEM (Figura 59A).

Los espectros FTIR del &cido hidroxibenzoico y de las nanoparticulas de
plata sintetizadas por reduccion mediada por &cido hidroxibenzoico fueron
muy cercanos (Figura 59 E, F). Por ejemplo, picos a 1240, 1287 y 1315 cmr
1 se asociaron con la flexion C — O, el pico a 1670 cm™ correspondia al
carbonilo y a los 1240 cm™ a fenol. Lo mismo se aplica al pico a 3385 cm*
del enlace estirado O — H (hidroxilo). Un pico aproximadamente a 550 cm*
es una banda caracteristica atribuida a la vibracion reticular del 6xido de
plata (Siddiqui et al., 2013).

En el andlisis DRX (Figura 59H), también se observaron diferentes estados
de oxidacion: plata, 6xido de plata (Ag.0) y 6xido de plata (I, 111) (AgO). El
patron de difraccion a valores 26 de 38.15°, 44,33°, 64,48y 77,52 podria
indexarse a los planos (111), (200), (220) y (311) de la estructura cubica
centrada en las caras (fcc), que es compatible con la fase Ag. Se estimé un
tamafio promedio de 48 nm de las particulas cristalinas de plata con la

ecuacion de Scherrer.

Excepto por un ligero aumento en la densidad oOptica de los espectros UV-
visible después de la adicion de cianuro, las variaciones para las longitudes
de onda de 421 nm y 467 nm (Figura 59G) no se detectaron. Estos resultados
podrian estar relacionados con el bajo poder reductor / antioxidante del acido

hidroxibenzoico que se adhiri6 a las nanoparticulas de plata.
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Figura 59. Analisis de nanoparticulas de plata sintetizadas con acido
hidroxibenzoico. (A) Imagen TEM de las AgNP antes del tratamiento con
cianuro. (B) imagen de AgNP después del tratamiento con cianuro. (C, D)
Sintesis de nanoparticulas de plata por reaccién de diferentes AgNOs;
concentraciones con acido hidroxibenzoico durante 5 h (en intervalos de una
hora). (C) Maximo a una longitud de onda de 421 nm (nanoparticulas de 50
nm de diametro). (D) Maximo a una longitud de onda de 467 nm

(nanoparticulas de 80 nm de diametro). (E) Espectro FTIR de nanoparticulas
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derivadas del é&cido hidroxibenzoico. (F) Espectro FTIR del 4&cido
hidroxibenzoico. (G) Reduccion relativa de la DO después de la adicion de
cianuro a nanoparticulas de plata. (H): Perfil DRX de los AgNP obtenidos por
la reaccion del acido hidroxibenzoico con AgNOg; en el recuadro, la tabla con
las identificaciones. Los picos que identifican la presencia de 6xidos de plata

se han indicado en el difractograma DRX.

4.5.6 Sintesis de nanoparticulas de plata por dcido cafeico.

El acido cafeico (acido 3,4-dihidroxicindmico) es un acido hidroxicinamico
fenolico. Es un poderoso antioxidante. Ademas, el acido cafeico tiene un alto
poder reductor y es un quelante de metales (Gilcin, 2006). El acido cafeico
reaccion0 inmediatamente cuando se afadio a la solucion de nitrato de plata.
La reaccion se hizo visible con la aparicion de una coloracidn gris oscura que
contrastaba con la transparencia de la solucién de nitrato de plata y el color
amarillo palido del acido cafeico (Figura 60 (A-6, B-6)). Las nanoparticulas
de plata se podrian sintetizar de forma rapida y sencilla utilizando acido
cafeico como agente reductor y estabilizador de forma similar a la sintesis
de nanoparticulas de oro (Guo et al., 2015). En el espectro UV-visible, se
detectaron dos picos de SPB en las longitudes de onda de 421 nm y 467 nm
que corresponderian a nanoparticulas de 50 nmy 80 nm de diametro (Figura

60 C, D). La sintesis mas importante fue la de las nanoparticulas de 50 nm de
diametro, que se inici6 de inmediato para todas las concentraciones probadas,
alcanzando altos valores de densidad 6ptica. Por otro lado, a medida que
aumenta la concentracion de nitrato de plata, la cantidad de nanoparticulas de
50 nm de tamafio disminuye a favor de la aparicién de nanoparticulas de 80
nm de diametro. La concentracion de ambos varia entre 13,5 nM
(nanoparticulas de 50 nm de diametro) y 3,2 nM (nanoparticulas de 80 nm de
didmetro (Tabla 13). Se pueden visualizar nanoparticulas esféricas de plata de
diferentes tamarfios y color grisaceo, sintetizadas mediante &cido cafeico, y

materia gris que rodea a las nanoparticulas (Figura 60A). 240



Cuando el espectro FTIR de las nanoparticulas sintetizadas con acido cafeico
(Figura 60E) se analiz6 una banda ancha e intensa en la que se pueden
observar los picos a 2650 cm™* (Estiramiento O — H de &cido carboxilico) y
3212-3283 cm? identificando el estiramiento O — H. El enlace C = O
aparecio en los picos a 1773-1751 cm?* y el enlace C - O a 1275y 1278 cmr
! para nanoparticulas y &cido cafeico, respectivamente. La presencia de 6xido
de plata podria deducirse por la presencia de una banda ancha entre 500 y
600 cm? (Irudayaraj, 2013). El &cido cafeico oxidado permaneci6 asi en la
superficie de las nanoparticulas de plata. El acido cafeico es bien conocido
por su fuerte adsorcion en superficies metalicas o de éxido metalico debido

principalmente al grupo funcional catecol (Kim y Han, 2016).

Mediante el analisis DRX (Figura 60H), se detectaron los siguientes estados
de oxidacion: politipo 3C de plata y 6xido de plata Il (AgO). El patron con
puntos de difraccion en valores 26 de 38,17, 44,28°, 64,62° y 77,41° podria
indexarse a los planos (111), (200), (220) y (311) de la estructura cubica
centrada en las caras (fcc), que es compatible con la fase Ag. El tamafio
medio de las particulas cristalinas de plata fue de 43 nm, calculado mediante

la ecuacion de Scherrer.

Cuando se utiliz6 acido cafeico para sintetizar nanoparticulas de plata a partir
de nitrato de plata, el espectro UV visible permanecio practicamente sin
cambios despueés de la adicion de cianuro. Solo una pequefia disminucion en
la densidad oOptica a 421 nm y 467 nm (Figura 60G) se puede observar. Se
sabe que en el acido cafeico, la oxidacién conduce a la formacion de la
correspondiente o-quinona estable mediante la desprotonacién del radical
semiquinona inicial. La o-quinona puede formar un impedimento o un efecto
estérico alrededor de las nanoparticulas de plata que previene la reaccion
(Liu et al., 2018Db). Esta o-quinona se puede observar en la proximidad de las
nanoparticulas en la imagen TEM (Figura 60A, B).
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Figura 60. Analisis de nanoparticulas de plata sintetizadas con &cido cafeico.

(A) Imagen TEM de los AgNP antes del tratamiento con cianuro. (B) Imagen
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TEM de los AgNP después del tratamiento con cianuro. (C, D) Esquema 3.
Concentraciones con acido cafeico durante 5 h (en intervalos de una hora).
C: maximo a una longitud de onda de 421 nm (nanoparticulas de 50 nm de
diametro). (D) maximo a una longitud de onda de 467 nm (nanoparticulas de
80 nm de diametro). (E, F) Espectros FTIR de nanoparticulas derivadas del
acido cafeico (E) y acido cafeico (F). (G) Disminucion de la DO después de
la adicion de cianuro a nanoparticulas de plata. (H) Perfil DRX de los AgNP
obtenidos por la reaccion del acido cafeico con AgNQOg; en el recuadro, la
tabla con las identificaciones. Los picos que identifican la presencia de 6xidos

de plata se han indicado en el difractograma DRX.

4.5.7 Sintesis de nanoparticulas de plata por catequina.

La catequina, DL-catequina, 2- (3,4-di idroxifenil) croman-3,5,7-triol o L-
epicatequina, (C1sH1406) s un hidroxiflavano que tiene un esqueleto flavan-
3-ol. La catequina es soluble en agua, aunque esta solubilidad puede
aumentar con la adicion de etanol y el aumento de temperatura del proceso
(Cuevas-Valenzuela et al., 2014). La catequina tiene un poder antioxidante
que permitiria su uso como estandar fenoélico en la cuantificacion del poder
reductor en alimentos y liquidos bioldgicos (Katalinic et al., 2004; Martinez
et al., 2005). Ademas de su capacidad antioxidante, tiene la capacidad de
quelar metales (Torreggiani et al., 2008). Ademas, se ha demostrado que la
catequina es un antioxidante mucho mas eficaz en un complejo con metales
que en su forma libre (Souza y De Giovani, 2004). Todas estas propiedades
han determinado la capacidad de utilizar la sintesis de nanoparticulas de plata
por catequina para desarrollar sensores (Li et al., 2019). La catequina ha sido
ampliamente estudiada por su potencial terapéutico y los AgNP sintetizadas
por la catequina mostraron importantes propiedades antibacterianas,

anticancerigenas y de union a proteinas (Das et al., 2020).
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La reaccion de la catequina con el nitrato de plata se observo luego de un
periodo de méas de una hora (Figura 61 (A-7, B-7)). La reaccién fue evidente
por la aparicion de un color dorado oscuro y la formacion de un precipitado.
El cambio de color de blanco turbio al marron oscuro es causado por la
oxidacion de la catequina (Das et al., 2020) para crear otro compuesto de
semiquinona y quinona (Oliver et al., 2018). Tres SPB correspondientes a las
longitudes de onda de 402 nm (20 nm de diametro), 421 nm (50 nm de
diametro) y 467 nm (80 nm de diametro) después de cinco horas de reaccién
(Figura 60C — E) se han observado. La mayor concentracion de nitrato de
plata en la reaccion favorecio la sintesis de estas nanoparticulas, siendo las de
50 nm de diametro las primeras en sintetizarse. Después de cinco horas de
reaccion, se alcanzo la concentracion molar mas alta de nanoparticulas (27,3

nM) para particulas de tamafio de 20 nm (Tabla 13).

La microscopia electrénica de transmision de alta resolucion reveld la sintesis
de nanoparticulas de plata gracias a la catequina (Figura 61A). Ademas, la
capacidad de proteccion de la catequina también se pudo observar en la
misma imagen. Un halo gris oscuro aparecié en las proximidades de las
nanoparticulas (rodeado por un circulo en la imagen). Se puede inferir que la
naturaleza mixta cristalina y amorfa de los AgNP mediados por catequinas
del perfil DRX. Las AgNP tenian forma pentagonal (Figura 61A, flecha
solida) y poliédrica (Figura 61B, forma una flecha hueca). Las nanoparticulas
esféricas mas pequefias (20 nm) fueron supuestos "nucleos” para la sintesis
posterior de las particulas poliédricas de base pentagonal de 50 nm de
diametro (Keunen et al., 2014). La disposicion pentagonal en nanoparticulas
metalicas es bastante conocida. La sintesis de estas nanoparticulas se favorece
termodindmicamente, principalmente en tamafios muy pequefios (menos de
20 nm). A medida que aumenta el tamafio de particula, la estructura
evoluciona hacia una particula de tipo fcc, como un cuboctaedro. Sin
embargo, para particulas mas grandes como en este caso, la cinética de
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crecimiento, comenzando con el tamafo, la forma y la estructura de los
nacleos, debe jugar un papel critico en la determinacion de la forma del

producto final (Elechiguerra, 2006).

Los picos a 3395 cm™ y 3223 cm™ en el espectro de catequina FTIR (Figura
60H) revelaron el estiramiento O — H del grupo alcohol. Ademas, los picos
a 1147 y 1031 cm correspondia a la flexion C — O. Por otro lado, un pico
intenso y estrecho a 1723 cm? Se observd, lo que indica el enlace de
estiramiento C = O en el espectro FTIR de nanoparticulas (Figura 61G), y
también una banda ancha con picos a 1298-1143 cm correspondiente a la
flexion C — O, y un pico a 2951 cm* del enlace de estiramiento C — H. El
pico a 801 cm? represento la flexion C — H en el anillo aromatico. Asi, una
asociacion de la quinona resultante de la oxidacion de la catequina podria
tener lugar en el proceso de formacion de nanoparticulas de plata a partir de
nitrato de plata. Esta quinona se identificaria en la imagen de microscopia
electrénica (Figura 611, rodeado de un circulo). Un pico cerca de 500 cm*

indica la presencia de un enlace de o0xido de plata (Pawar et al., 2016).

Solo la presencia de Ag,0O (6xido de plata) mediante analisis DRX (Figura

61J), probablemente porque la firma de la quinona amorfa enmascaraba otros
compuestos (Kumaran et al., 2016). EI Ag,O la forma oxidativa de la plata
se obtiene facilmente (Korkmaz y Karadag, 2021). Cuando se agregé cianuro
a la suspension de nanoparticulas de plata sintetizadas con catequina, la
densidad oOptica del SPB aumento (Figura 61F). Este aumento vario del 40%
para la longitud de onda de 467 nm al 60% para las longitudes de onda de

402 nmy 421 nm. Es posible que esto se pueda atribuir a la interaccion entre
el tanino y el cianuro (Goldstein y Spencer, 1985), aunque seran necesarios

mas estudios al respecto.
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Las nanoparticulas de plata se sumergieron en una matriz gris (imagen TEM,
Figura 61B), produciendo la aparicion de aglomeraciones heterogéneas de
nanoparticulas rodeadas por la matriz. La formacion de esta matriz podria
atribuirse a la disminucion de la capacidad estabilizadora de la catequina
durante la reaccion, lo que permite la formacion de un polimero de alto peso
molecular, probablemente un tanino condensado formado por unidades de
catequina. Se han descrito previamente matrices similares a traves de
imagenes TEM cuando se sintetizaron nanoparticulas con taninos (Raja et al.,
2014). Ademas, otros autores han descrito el mismo patron de dispersion de

nanoparticulas de plata en la red de polimeros (Braghiroli et al., 2017).
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Figura 61. Analisis de nanoparticulas de plata sintetizadas por catequinas. (A)
Imagen TEM de las AgNP pentagonales (flecha solida) y poliedricos (flecha
hueca) antes del tratamiento con cianuro. (B) Imagen TEM de los AgNP
después del tratamiento con cianuro. (C-E) Sintesis de nanoparticulas de plata
por reaccion de AgNOscon diferentes concentraciones con catequina durante

5 h (en intervalos de una hora). (C) Maximo a una longitud de onda de 402
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nm (nanoparticulas de 20 nm de diametro); (D) 421 nm (nanoparticulas de
50 nm de didmetro) y (E) maximo a una longitud de onda de 467 nm
(nanoparticulas de 80 nm de diametro). (F) Aumento relativo de DO después
de la adicidn de cianuro a nanoparticulas de plata. (G, H) Espectros FTIR de
nanoparticulas derivadas de catequinas (G) y catequina (H). (I) Reaccion de
sintesis de nanoparticulas de plata con catequina mediada por formacién de
semiquinonas y quinonas. (J) Perfil DRX de las AgNP obtenidas por la
reaccion de la catequina con AgNOs; en el recuadro, la tabla con las
identificaciones. Los picos que identifican la presencia de 6xidos de plata se

han indicado en el difractograma DRX.

4.5.8 Sintesis de nanoparticulas de plata por escopoletina.

La escopoletina (sindnimos: acido gelseminico, 6-metilesculetina, 7-hidroxi-
6- metoxi-2Hcromen-2-ona) es una hidroxicumarina, una umbeliferona que
tiene un sustituto metoxi en la posicion 6 (C1oHsO,). Es ligeramente soluble
en agua (2,35 g L). La actividad antioxidante mostrada por la escopoletina
es muy débil (Thuong et al., 2010). Ademas, su capacidad como quelante
también es baja (Catapano et al., 2018). La escopoletina no reacciono
inmediatamente con el nitrato de plata (Figura 62(A-9)) pero después de una
hora de reaccion a 40 °C (figura 62(B-9)) la solucion cambio de transparente

a verde grisaceo.

El espectro UV-visible mostr6 solo un pico de SPB a 440 nm que disminuyd
cuando se aplico la concentracion de nitrato méas alta de nuestro experimento
(10 mM), posiblemente debido a la precipitacion de nanoparticulas. Se estimo
un didmetro de nanoparticulas de plata de 70 nma partir de la longitud de onda
del plasmon de resonancia (440 nm). La concentracion de estas
nanoparticulas fue de 11,1 nM (Tabla 13), aproximadamente una décima

parte de lo que se podria haber logrado si el 100% de los iones de plata en la
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solucion se hubieran convertido en nanoparticulas (100 nM). La sintesis de
nanoparticulas de plata mediada por la reduccion de escopoletina formé un
precipitado (Figura 54 (8B)).

Los espectros FTIR de nanoparticulas derivadas de escopoletina y de
escopoletina (Figura 62 E, F) mostr6 un pico a 3327-3328 cm?,
correspondiente al estiramiento C — H. sin embargo, el el pico en el estandar
de escopoletina estaba bien definido, mientras que la banda era mas amplia
en el caso de las nanoparticulas. Ademas, las bandas correspondientes a C =
C aromatico se extienden (entre 1500 y 1600 cm™?) y C = O estiramiento

(cerca de 1700 cmt) fueron identificados.

Un pico intenso a 1286 cm™ revel6 el estiramiento C — O. El pico a 801 cnr
1 se asoci6 a una flexion C — H (675-1000 cm™) que corresponde al
estiramiento C — H a 2851-2928 cm. Estas bandas representan las

vibraciones del enlace CH en el anillo aromatico.

Ademas, diferentes estados de oxidacion de la plata en el analisis DRX
(Figura 62H) se observaron: plata, 6xidos de plata (Ag.O, Ag.0s) y 6xido de
plata (I, I11) (AgO). El patron con puntos de difraccion en valores 20 de
38.15°, 44,33°, 64,52°y 77,52° podria indexarse a los planos (111), (200),
(220) y (311) de la estructura cubica centrada en las caras (fcc), que es
compatible con la fase cubica de Ag. El tamafio medio de las particulas

cristalinas de plata fue de 63 nm, calculado mediante la ecuacion de Scherrer.

La adicion de cianuro apenas disminuyo la densidad optica de los espectros
de absorcion (Figura 62 G). En la imagen TEM se pueden observar
nanoparticulas dispersas con formas heterogéneas (Figura 62B). Las NP mas
grandes, parecidos a galletas, eran grupos de nanoparticulas (Figura 62D), de
acuerdo con la descripcion de NP similares a cookies de otros autores (Huang
y Xu, 2010).
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Figura 62. Analisis de las nanoparticulas de plata sintetizadas con

escopoletina. (A) Imagen TEM de las AgNP antes del tratamiento con

cianuro. (B) Imagen TEM de las AgNP después del tratamiento con cianuro.

(C) Sintesis de nanoparticulas de plata por reaccion de diferentes AgNO;

concentraciones con escopoletina durante 5 h (en intervalos de una hora).
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Méximo a 440 nm de longitud de onda (hanoparticulas de 70 nm de
diametro). (D) Detalle de agregacion de nanoparticulas, con forma cookie-
like. (E, F) Espectros FTIR de nanoparticulas derivadas de escopoletina (E)
y escopoletina (F). (G) Disminucion de la DO después de la adicién de
cianuro a nanoparticulas de plata. (H) Perfil RXD de AgNPs obtenido por
reaccion de escopoletina con AgNOs; en el recudro, la tabla con las
identificaciones. Los picos que identifican la presencia de 0xidos de plata se

han indicado en el difractograma DRX.
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5. CONCLUSIONES

1. Se ha conseguido sintetizar AgQNPs mediante sintesis verde a partir de
extractos vegetales acuosos de dos especies de menta (Mentha
longifolia L. y Mentha piperita L.). La presencia de componentes
biolégicamente activos permite la reduccion del nitrato de plata a
nanoparticulas metélicas.

2. Las AgNPS obtenidas con el extracto acuoso de M. longifolia L. tienen
un tamafio medio de 42 nm en una concentracion calculada para ese
tamafio de 3.61 nM. Son particulas semiesféricas-ovaladas con
metabolitos adsorbidos en la superficie. Estas NPs reacionan con
cianuro observandose estructuras con forma de hoja de helecho y
filamentos.

3. Las AgNPS obtenidas con el extracto acuoso de M. piperita L. tienen
un tamafio medio de 27 nm en una concentracion calculada para ese
tamafio de 3.85 nM. Son particulas semiesféricas-ovaladas con
metabolitos adsorbidos en la superficie. Estas NPs reacionan con
cianuro observandose estructuras espinosas tridimensionales.

4. Se han sintetizado nanoparticulas de plata utilizando extractos de
plantas sintéticos: quercetina, [-caroteno, acido galico, acido
ascorbico, é&cido hidroxibenzoico, acido cafeico, catequina y
escopoletina, que mostraron diferentes capacidades de sintesis,
diferentes formas y tamafos, y diferentes agregaciones y presencia en
la superficie de las nanoparticulas.

5. Entre los resultados, destacan las estructuras micelares obtenidas con

quercetina, las nanoparticulas triangulares y las formas poliédricas,
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ambas con esquinas truncadas sintetizadas con [-caroteno y las
nanoparticulas pentagonales sintetizadas con catequina.

La reactividad de las nanoparticulas, medida frente a cianuro, fue
diferente y se asociada a las caracteristicas fisico-quimicas de las
distintas nanoparticulas sintetizadas. Se observaron diferencias de
reactividad entre las nanoparticulas sintetizadas, desde el nivel minimo
detectado para las nanoparticulas sintetizadas con é&cido
hidroxibenzoico hasta las nanoparticulas mas reactivas sintetizadas con
acido ascorbico. Se observaron dos excepciones para este método de
estudiar la reactividad de nanoparticulas con cianuro. EI primero se
referia a nanoparticulas sintetizadas con acido galico, que podrian estar
asociadas a la presencia de Ag* (plata parcialmente oxidada) en la
superficie de las nanoparticulas. El segundo se referia a nanoparticulas
sintetizadas con catequina. En este ultimo, la presencia de taninos
derivados de la polimerizacion de la catequina durante la reaccion de
sintesis de nanoparticulas de plata podria ser la causa, ya que estos
taninos podrian actuar como agentes inhibidores de la reaccion de las
nanoparticulas con cianuro.

. Este estudio sobre el papel de cada uno de estos metabolitos en la
sintesis de nanoparticulas de plata es un primer paso para optimizar la

metodologia de sintesis verde.
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DISCUSION GENERAL

Entre las actividades humanas la produccion agraria ocupa casi el 40 % del
area terrestre del planeta y utiliza el 70 % del agua dulce que se consume en
el mundo. La agricultura ha afectado a los recursos del suelo, los bosques y
la biodiversidad. El uso de pesticidas, fertilizantes y energia puede provocar
impactos ambientales como la contaminacion del agua por pesticidas y
exceso de nutrientes; el calentamiento global por las emisiones de gases de
efecto invernadero (las actividades agricolas contribuyen al calentamiento
global mediante la emisidn de 6xido nitroso y metano, dos poderosos gases
de efecto invernadero); contaminacion del aire por emision de gases debido

al uso de fertilizantes y la aplicacion de pesticidas (OCDE, 2019).

Recientemente, se han publicado estrategias clave del Pacto Verde (Green
Deal) de la Comision Europea, que describen una transicion hacia un sistema
alimentario justo, saludable y respetuoso con el medio ambiente. La estrategia
“de la granja a la mesa” (Figura 63) esta en centro del Green Deal. Aborda de
manera integral los desafios de los sistemas alimentarios sostenibles y
reconoce los vinculos entre personas saludables, sociedades saludables y un

planeta saludable.

0 & ¥ e

climate global new resilience
footprint transition opportunities

Figura 63. Objetivos generales de la estrategia “de la granja a la mesa”
(Fuente: FOOD 2030 Platform).
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La UE quiere reducir la huella ambiental y climatica del sistema alimentario
de la UE y fortalecer su resiliencia, garantizar la seguridad alimentaria frente
al cambio climético y la pérdida de biodiversidad, y liderar una transicion
global hacia la sostenibilidad competitiva desde la granja hasta la mesa y

aprovechar las nuevas oportunidades.

Actualmente, para abordar de manera eficaz los numerosos desafios a los que
nos enfrentamos, es necesario acelerar el avance de la ciencia y las

tecnologias para proporcionar soluciones transformadoras.

En lo referente a la produccion agraria la estrategia se dirige, entre otros, a
reducir la dependencia de plaguicidas y detener la pérdida de biodiversidad,
reduciendo el uso general y el riesgo de plaguicidas quimicos en un 50 % vy
reduciendo el uso de plaguicidas mas peligrosos en un 50 % para 2030. Las
acciones incluyen la promocion de la Gestidn Integrada de Plagas (GIP), que

incluye el uso de técnicas de control alternativas.

La nanotecnologia tiene el potencial de contribuir a una nueva revolucion
agricola hacia la sostenibilidad, principalmente cuando los nanomateriales o
nanoparticulas utilizadas se obtienen mediante sintesis verde. La sintesis
verde de nanoparticulas (de oro, plata, cobre, paladio, platino, 6xido de zinc,
dioxido de titanio, etc...) ha demostrado ser una metodologia sostenible,
benevolente con el medioambiente, rapida, facil y eficiente, lo cual es muy
importante debido a la creciente demanda de las nanoparticulas hoy en dia
(Jadoun et al., 2021). En este sentido, se pueden utilizan extractos vegetales,
algas, hongos y bacterias para llevar a cabo la sintesis de diferentes tipos de
nanoparticulas. La utilizacion de las plantas permite la sintesis de
nanoparticulas en un solo paso gracias a la presencia de fitoquimicos que
actuan como agentes reductores en la sintesis de nanoparticulas metalicas.
Los principales antioxidantes presentes en los extractos de plantas

(quercetina, caroteno, acido galico, &cido ascorbico, acido hidroxibenzoico,
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acido cafeico, catequina y escopoletina), son capaces de sintetizar
nanoparticulas de plata al reaccionar con una solucion de AgNO; (Al-
Zahrani et al., 2021).

Las plantas poseen un metabolismo secundario que les permite producir y
acumular compuestos de naturaleza quimica diversa. Estos compuestos
derivados del metabolismo secundario se distribuyen diferencialmente entre
grupos taxondmicos, presentan propiedades biologicas, muchos desempefian
funciones ecoldgicas y se caracterizan por sus diferentes usos y aplicaciones
como medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes, entre
otros. Reciben también la denominacion de productos naturales (Avalos y
Pérez-Urria, 2009).

Las evidencias de gendmica y bioguimica indican que es probable que los
genomas de las plantas individuales tengan, el hasta ahora no apreciado,
potencial para producir diversos repertorios de metabolitos. Esto es evidente
a partir del anélisis del genoma de Arabidopsis, que fue el primero en ser
secuenciado (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000) Aproximadamente
el 25% de los genes de Arabidopsis thaliana estan implicados en la sintesis
de productos naturales. La lista de los genes de Arabidopsis que estan
involucrados en rutas especificas de productos naturales estd creciendo
rapidamente, pero de ninguna manera esta completo. Ademas, mas de 170
productos naturales de siete clases principales de compuestos han sido
detectados en Arabidopsis (D’Auria y Gershenzon, 2005). Muchos mas
genomas, especialmente de plantas aromaticas y medicinales, todavia no
estan caracterizados. Desde una perspectiva de produccion, es importante dar
sentido a la gran cantidad de datos que estamos obteniendo actualmente de
los experimentos realizados para utilizar enfoques a gran escala y de alto
rendimiento y encontrar formas de aplicar este conocimiento para mejorar la

produccién de compuestos especificos (Ferrari, 2010).
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Mentha longifolia L. es una rica fuente de compuestos fitoquimicos como
piperitona, Oxido de piperitona, piperitenona, pulegona, d-limoneno,
mentona, carvona, mentol, B-cariofileno, 1,8-cineol, 5,7,4-trihidroxi-6,2,3-
trimetoxiflavona, carvona, limoneno, tripal y oxatiano. Mentha longifolia
posee un efecto antioxidante que podria atribuirse a la presencia de
fitosteroles, acidos grasos insaturados, compuestos fendlicos y constituyentes
volatiles especificos y antimicrobianos que interfieren en el tratamiento de
muchas enfermedades (Al-Taie y Al-Kenane, 2020). Segun los resultados
presentados en el Capitulo 1 de este documento, los compuestos fendlicos vy,
sobre todo los flavonoides, son responsables de parte de esta capacidad
antioxidante de la muestra de M. longifolia L. tal y como se ha observado
mediante el analisis del espectro UV-Vis, los tests fitoquimicos y la
valoracion de compuestos fendlicos totales (mediante el método de Folin-
Ciocalteu) y de flavonoides (mediante el método espectrofotométrico).
Ademas, el analisis mediante GC-TOF ha podido determinar la presencia de
tres compuestos mayoritarios en el extracto acuoso de M. longifolia L.: el
fenilacetaldehido, la mentofuranona y el DDMP (3,5-dihidroxi-6-metil-2,3-
dihidro-4H-piranona (3,5-dihydroxy-6- methyl-2,3-dihydro-4H-pyran-4-
one). Los dos primeros podrian proporcionar al extracto de la muestra de M.
longifolia L. actividad antifingica, mientras que el DDMP participaria
también en la actividad antioxidante. En el caso del quimiotipo analizado no
se ha detectado la presencia de pulegona, de haberse detectado deberia
evitarse su uso debido a la toxicidad de este componente (Patonay y Nemeth-
Zamborine, 2021).

La creciente importancia comercial de los metabolitos secundarios ha dado
lugar en los Gltimos afios a una gran Interés particularmente en la posibilidad

de alterar la produccion de metabolitos vegetales bioactivos.
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Las estrategias mas activamente perseguidas para aumentar la produccion de
productos naturales son la aplicacion de elicitores quimicos y el estudio de
la transduccidn de sefiales, vias y factores de transcripcion necesarios para la
expresion de genes implicados en la biosintesis de compuestos especificos,
con el fin de disefiar genéticamente el cultivo celular. En términos generales,
la activacion de la biosintesis de productos naturales vegetales requiere que
una sefial extracelular o intracelular sea percibida por un receptor en la
superficie de la membrana plasmatica. La percepcion del elicitor inicia una
cascada de transduccion de sefiales que conduce a la activacion o a la
biosintesis de novo de factores de transcripcion, que a su vez regulan
directamente la expresién de genes biosintéticos implicados en el

metabolismo secundario (Ferrari, 2010).

Los elicitores son sustancias quimicas que desencadenan la activacion de las
respuestas de defensa de las plantas. Estos productos quimicos pueden ser
agentes abidticos, como iones metalicos y compuestos inorganicos, o pueden
derivarse de otros organismos, como moléculas derivadas de hongos,
bacterias, virus o herbivoros, asi como productos quimicos derivados de
plantas que se liberan en el sitio del ataque o se acumulan sistémicamente tras
el ataque de patdgenos o herbivoros. En este trabajo se ha pretendido
incrementar la cantidad de metabolitos secundarios en plantas de especies del
genero Mentha mediante tratamiento bidtico como por ejemplo los
producidos por organismos beneficiosos como Trichoderma harzianum y

abidtico mediante estrés osmotico con tratamiento de NacCl.

En el tratamiento de elicitacion con T. harzianum, Junto con la promocion
del crecimiento vegetal (Capitulo 2), se indujo una amplia reprogramacion
molecular. Es conocida esta respuesta en las plantas y asi se sabe que provoca
modificaciones en la via biosintética de los fenilpropanoides (incluidos los
compuestos fendlicos de defensa como las cumarinas y antocianinas

glicosiladas) que resulta en un importante incremento de los mismos (lula et
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al., 2021) y también un aumento evidente en el contenido de fenoles y
flavonoides (Mona et al., 2017). Sin embargo, en el estudio realizado no se
ha apreciado este incremento en la cantidad total de compuestos fendlicos ni

de flavonoides, aungue si en la capacidad antioxidante total.

Mediante el analisis GC-MS se observo que, como resultado de la elicitacion,
con ambos elicitores, se produjo un incremento, sobre todo, de éxido de
piperitona (1.2 epoxy-p-menthan-3-one). Los quimotipos ricos en oxido de
piperitona, pueden tener un gran valor como agentes antimicrobianos contra
numerosos patdgenos (Patonay y Nemeth-Zamborine, 2021). Pero también se
elicitaron en las plantas de M. longifolia L. cultivadas con T. harzianum:
Borneol, 1,2Cyclopentanedione, P-Menthan-1,8-dien-3-one, 2-pinen-4-one,
Mento furanona, 2-ally-4-methylphenol, Phenol, p-cymen-2-ol y Dietil
phtalate. Es decir, en la elicitacion con T. harzianum no sélo se produjo, en
las plantas de M. longifolia L., un incremento en la cantidad de mento
furanona sino también de otros tres compuestos antifungicos: borneol, éxido
de piperitona y el p-cymen-2-ol. El borneol es uno de los componentes de los
aceites esenciales que tiene actividad antifangica (Wang y Liu, 2021). El
oxido de piperitona es uno de los compuestos mayoritarios de los aceites
esenciales con actividad antifungica (Oumazil et al., 2002) al igual que el p-

cymen-2-ol (Lang y Buchbauer, 2012).

La diferencia en la cantidad de estas sustancias estaria implicada en las
respuestas que se han obtenido en los ensayos de infeccion con
Colletotrichum gloeosporioides, responsable de la antracnosis en olivo y que
causa la aceituna jabonosa. Aungue se ha determinado un efecto fungistatico
atribuido al extracto acuoso de M. longifolia L. (superior al obtenido para el
extracto acuoso de M. piperita L.) el efecto es mucho mas evidente cuando se
realiza el tratamiento de las aceitunas con los compuestos organicos
volatiles del té de M. longifolia L. de plantas que se han sometido al

tratamiento de elicitacion con T. harzianum. En consecuencia, este efecto
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podria atribuirse a la mayor cantidad de los compuestos volatiles cuantificada
en estas plantas. El tratamiento de aceitunas con infusion de M. longifolia L.
prolonga la vida del fruto desde su cosechado hasta su transformacion en
almazara permitiendo la obtencion de un aceite no tan alterado como
corresponderia al ataque de C. gloeosporioides, es frecuente que la incidencia
de aceitunas con infecciones latentes sea entre dos y tres veces superior al de
aceitunas con lesiones visibles (Moral y Trapero, 2012). El atrojado es la
principal causa del deterioro de la calidad de los aceites al producir grave
alteracion de los caracteres organolépticos, y elevada acidez (Jiménez et al.,
2002). El almacenamiento reduce el sabor afrutado del aceite como resultado
de la reduccion de compuestos fendlicos y aldehidos y este efecto se ve
agravado con la presencia de patdgenos. El aceite que se obtiene con el
tratamiento presenta caracteristicas organolépticas diferentes que
determinarian su uso. Este uso podria tener una mayor aceptacion en el
mercado en los paises como Arabia Saudita donde, a diferencia de lo que
ocurre en Europa, existe una amplia variedad de usos tradicionales de M.
longifolia L. (Patonay y Nemeth-Zamborine, 2021). Arabia Saudita es uno de
los mayores consumidores de aceitunas y aceite de oliva y donde el area
cultivada de olivar y la produccion se estan incrementando, convirtiéndose en

uno de los nuevos productores de aceite de oliva del mundo.

La capacidad antioxidante del té de M. longifolia L. tiene otra aplicacion, la
sintesis verde de nanoparticulas (Capitulo 3). La presencia de componentes
biolégicamente activos permite la reduccion del nitrato de plata a
nanoparticulas metalicas. Las AgNPS obtenidas con el extracto acuoso de
M. longifolia L. tienen un tamafio medio de 42 nm en una concentracion
calculada para ese tamafio de 3.61 nM. Son particulas semiesféricas-ovaladas
con metabolitos adsorbidos en la superficie. Para profundizar en el papel que
los diferentes metabolitos presentes en el t¢ de M. longifolia L. se han
estudiado las nanoparticulas de plata sintetizadas con los principales
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antioxidantes vegetales: quercetina, B-caroteno, acido gélico, cido ascorbico,
acido hidroxibenzoico, acido cafeico, catequina y escopoletina. Entre los
resultados, destacan las estructuras micelares obtenidas con quercetina, las
nanoparticulas triangulares y las formas poliédricas, ambas con esquinas
truncadas sintetizadas con B-caroteno y las nanoparticulas pentagonales

sintetizadas con catequina.

Como consecuencia de la reactividad de las nanopaticulas de plata con el
cianuro se obtuvieron estructuras en forma de varilla con quercetina y acido
galico y estructuras cookie-like (Huang y Xu, 2010) en las nanoparticulas
obtenidas con escopoletina. Estas nanoparticulas cookie-like también se han
apreciado en el caso de las sintetizadas con el té de M. longifolia L.,
apareciendo ademas estructuras en forma de hoja de helecho (Liang et al.,

2017) bien definidas y formadas por las nanoparticulas agregadas.

Esta tesis doctoral versa sobre la especie M. longifolia L. que esta menos
estudiada que otras especies del género Mentha y que tiene la ventaja de su
gran adaptabilidad, teniendo una gran tolerancia a diversos habitats. Esta
especie, hasta ahora, no se ha utilizado a gran escala (Patonay y Nemeth-
Zamborine, 2021). Sin embargo, parece ser un aditivo econdmico y de
utilidad en numerosos productos. Una aplicacion prometedora puede ser el
uso del té de M. longifolia L. en la industria alimentaria, la utilizacién de los
volatiles de quimiotipos seleccionados de M. longifolia L., como el utilizado
en este estudio, en el biocontrol de fitopatogenos. Otra alternativa puede ser

la utilizacion del té de M. longifolia L. en la sintesis verde de nanoparticulas.
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CONCLUSIONES

1. La muestra analizada de Mentha longifolia L. presenta menor actividad

antioxidante que la muestra de Mentha piperita L.

2. Los compuestos fendlicos y, sobre todo los flavonoides, son
responsables de parte de esta capacidad antioxidante de la muestra de
M. longifolia L. tal y como se ha observado mediante el analisis del
espectro UV-Vis, los tests fitoquimicos y la valoracion de compuestos
fenolicos totales (mediante el método de Folin-Ciocalteu) y de

flavonoides (mediante el método espectrofotometrico).

3. Mediante el anélisis GC-TOF se han identificado como componentes
mayoritarios de la muestra de M. longifolia L. el fenilacetaldehido, la
mentofuranona y el DDMP. Los dos primeros podrian porporcionar al
extracto de la muestra de M. longifolia L. actividad antiflngica,
mientras que el DDMP participaria también en la actividad

antioxidante.

4. La infusion de M. longifolia L. actia como conservante de aceituna
mediante inmersion con efecto fungistatico del hongo C.
gloeosporioides (patdgeno responsable de la antracnosis del olivo,

aceituna jabonosa) obteniéndose un aceite aromatico.
5. Es posible la elicitacion abidtica con NaCl y bidtica con T. harzianum

de las plantas de M. longifolia L., obteniéndose, sobre todo, oxido de

piperitona (1.2 epoxy-p-menthan-3-one) con propiedades antifingicas.
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6. También se elicitaron en las plantas de M. longifolia L. cultivadas con
T. harzianum: Borneol, 1,2Cyclopentanedione, P-Menthan-1,8-dien-
3-0ne, 2-pinen-4-one, Mento furanona, 2-ally-4-methylphenol, Phenol,
p-cymen-2-ol y Dietil phtalate. Entre ellos, el borneol, la mento

furanona, y el p-cymen-2-ol con actividad antifungica.

7. Los compuestos organicos volatiles del extracto acuoso de las plantas
de M. longifolia L. que han sido elicitados mediante el tratamiento
biotico con T. harzianum muestran un potente efecto fungistatico del

hongo C. gloeosporioides.

8. M. longifolia L. ha mostrado que es una especie de interés en la
industria agroalimentaria, apta para su cultivo en zonas aridas o salinas

y util en la conservacion de alimentos.

9. Se ha conseguido sintetizar AgNPs mediante sintesis verde a partir de
extractos vegetales acuosos de dos especies de menta (Mentha
longifolia L. y Mentha piperita L.). La presencia de componentes
biolégicamente activos permite la reduccion del nitrato de plata a

nanoparticulas metéalicas.

10. Las AgNPS obtenidas con el extracto acuoso de M. longifolia L. tienen
un tamafio medio de 42 nm en una concentracion calculada para ese
tamafio de 3.61 nM. Son particulas semiesféricas-ovaladas con
metabolitos adsorbidos en la superficie. Estas NPs reacionan con
cianuro observandose estructuras con forma de hoja de helecho y

filamentos.
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11. Las AgNPS obtenidas con el extracto acuoso de M. piperita L. tienen
un tamafio medio de 27 nm en una concentracion calculada para ese
tamafio de 3.85 nM. Son particulas semiesféricas-ovaladas con
metabolitos adsorbidos en la superficie. Estas NPs reacionan con

cianuro observandose estructuras espinosas tridimensionales.

12. Se han sintetizado nanoparticulas de plata utilizando extractos de
plantas sintéticos: quercetina, p-caroteno, é&cido galico, &cido
ascorbico, é&cido hidroxibenzoico, acido cafeico, catequina y
escopoletina, que mostraron diferentes capacidades de sintesis,
diferentes formas y tamafos, y diferentes agregaciones y presencia en

la superficie de las nanoparticulas.

13. Entre los resultados, destacan las estructuras micelares obtenidas con
quercetina, las nanoparticulas triangulares y las formas poliédricas,
ambas con esquinas truncadas sintetizadas con [-caroteno y las

nanoparticulas pentagonales sintetizadas con catequina.

14. La reactividad de las nanoparticulas, medida frente a cianuro, fue
diferente y se asociada a las caracteristicas fisico-quimicas de las
distintas nanoparticulas sintetizadas. Se observaron diferencias de
reactividad entre las nanoparticulas sintetizadas, desde el nivel minimo
detectado para las nanoparticulas sintetizadas con acido
hidroxibenzoico hasta las nanoparticulas mas reactivas sintetizadas con

acido ascorbico.
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15. Este estudio sobre el papel de cada uno de estos metabolitos en la
sintesis de nanoparticulas de plata es un primer paso para optimizar la

metodologia de sintesis verde.

16. Se han demostrado dos posibles usos alternativos a los tradicionales
para M. longifolia L.: en la industria alimentaria, concretamente en el
biocontrol de fitopatdgenos y en la sintesis verde de nanoparticulas

metalicas.
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