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Extractos de Mentha piperita L. obtenidos por tecnologias hibridas
Mentha piperita L. extracts obtained by hybrid technology
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Resumen

Mentha piperita L. es una de las especies mas demandadas a nivel mundial gracias a la presencia de propiedades de gran
interés tales como: capacidad antioxidante, antifingica y antibacterial. Existen diversas metodologias para la extraccion de
metabolitos secundarios, sin embargo, muchas de ellas resultan ser ineficientes ya que presentan tiempos de extraccion
considerables, bajos rendimientos y altos costos. En este trabajo se desarrollé una metodologia de extraccidn hibrida mediante
la asistencia de ultrasonido-microondas para la obtencion de metabolitos secundarios de hojas secas de Mentha piperita L. Los
resultados fueron comparados con técnicas convencionales de extraccion, logrando destacar una reduccién considerable del
tiempo y un rendimiento de 23.58%, siendo este en promedio 7.56% mayor que los resultados obtenidos por técnicas
convencionales. Ademas, mediante FTIR-ATR y HPLC-MS/ESI se identificaron compuestos organicos, tales como acido
cafeico, medioresinol, acidos cafeoilquinicos, &cido rosmarinico y luteolina demostrando que la tecnologia hibrida ultrasonido-
microondas, es una alterativa viable para extraer compuestos de interés con excelentes rendimientos.

Palabras Clave: extraccion hibrida, Mentha piperita L., ultrasonido, microondas.
Abstract

Mentha piperita L. is one of the most popular and consumed species worldwide thanks to the presence of properties of great
interest such as: antioxidant, antifungal and antibacterial capacity. There are various methodologies for the extraction of
secondary metabolites, however, many of them turn out to be inefficient since they present considerable extraction times, low
yields, and high costs. In this work, a hybrid extraction methodology was developed using ultrasound-microwave assistance to
obtain secondary metabolites from dry leaves of Mentha piperita L. The results were compared with conventional extraction
techniques, highlighting a considerable reduction in time and a yield of 23.58%, this being on average 7.56% higher than the
results obtained by conventional techniques. In addition, by means of FTIR-ATR and HPLC-MS/ESI, organic compounds were
identified, such as caffeic acid, medioresinol, caffeoylquinic acids, rosmarinic acid and luteolin, demonstrating that the hybrid
ultrasound-microwave technology is a viable alternative to extract compounds of interest with excellent returns.

Keywords: hybrid extraction, Mentha piperita L., ultrasound, microwave.

1. Introduccién antioxidantes, los cuales presentan como caracteristicas

principales el prevenir el inicio y la proliferacion de reacciones

La Mentha piperita L. es una hierba perenne aromatica que
alcanza hasta 30-90 cm de altura con tallos generalmente
ramificados de color violeta o purpura es considerada una de
las plantas méas importantes en la industria farmacéutica, esto
debido a los diversos compuestos organicos bioactivos que
presenta (Mojally et al., 2022). Dentro de las propiedades que
presentan sus compuestos bioactivos se destaca los
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en cadena mediadas por radicales libres (Mojally et al., 2022)
Es una de las especies mas populares y consumidas a nivel
mundial ya que ha sido reconocida como una de las plantas
medicinales comerciales mas importantes utilizadas en la
industria clinica, farmacéutica, alimentaria y cosmética
(Gholamipourfard et al., 2021). Se le han atribuido multiples
propiedades anticancerigenas, antiinflamatorias,
antimicrobianas, antivirales, antioxidantes y fungicidas
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(Alirezalu et al., 2020). Esto debido a su alto contenido de
compuestos fendlicos, los cuales promueven la formacion de
monoterpenos, diterpenos fendlicos, flavonoides, ligninas
entre otros (Gordo, 2018).

No obstante, el porcentaje del contenido de estos
compuestos en el extracto de Mentha piperita L. dependen de
diversas variables, una de ellas es la técnica de extraccion
empleada (Alirezalu et al., 2020). En la actualidad los
metabolitos secundarios de las plantas son obtenidos mediante
distintas metodologias (Figura 1) y aunque han sido utilizadas
ampliamente, presentan diversas desventajas  (bajos
rendimientos, residuos toxicos, costos elevados y mayor
consumo de tiempo y recursos) que en la actualidad se han
convertido en una problematica (Roshanpour et al., 2021).

Destilacién
Maceracién
. =" 4 Técn-icas
de
extraccion
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Soxhiet
Preosado en
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Figura 1: Técnicas de extraccion empleadas para la obtencién de compuestos
bioactivos.

Hoy en dia, los extractos naturales se pueden obtener con
tecnologias nuevas y emergentes, como la extraccion asistida
por microondas, la cual mediante la irradiacién de calor
permite la ruptura de la estructura celular de la planta
provocando la liberacion de los metabolitos secundarios
(Simi¢, et al., 2016). Otra de las técnicas que en la actualidad
ha tomado gran importancia es la asistencia con sonoquimica
la cual por medio de la propagacion de ondas acusticas a altas
frecuencias (>20 kHz) fomenta la formacion y ruptura de
burbujas provocadas por la cavitacion, liberando los
compuestos bioactivos del material bioldgico (Méndez et al.,
2018).

Una combinacion de tecnologias anteriores crea una
tecnologia de extraccion "hibrida" creando una interaccion
entre las burbujas de cavitacion y la temperatura (Garcia et al.,
2022). Es por eso por lo que se propone el desarrollo de una
nueva alternativa para la extraccion de metabolitos secundarios
de Mentha x piperita L. mediante tecnologias hibridas de
ultrasonido-microondas con el objetivo de evaluar el
rendimiento de extraccion y caracterizar los compuestos
obtenidos mediante una metodologia hibrida y compararla con
metodologias emergentes tales como la asistencia de
ultrasonido y la asistencia de microondas, las cuales se han

reportado ampliamente como técnicas de extraccidn con
mejores rendimientos y amigables con el medio ambiente.

2. Materiales y métodos
2.1. Extraccion de metabolitos secundarios

Previamente se cultivaron plantulas de Mentha piperita L.
en una huerta ubicado en las coordenadas latitud 25.4294459
longitud -101.0188747 a una altitud de 1.600 msnm en el
municipio de Saltillo Coahuila. Las hojas de Mentha piperita
L. fueron cosechadas durante las mafianas del mes de octubre
a una temperatura promedio de 14 °C para posteriormente
dejarlas secar a temperatura ambiente durante 15 dias a la luz
del sol. A continuacion, fueron trituradas durante 5 minutos
con una potencia de 500 W y una velocidad de rotacion de
2000 rpm en un molino multiusos (TECNAL, TE-631/4). Las
extracciones fueron realizadas por distintas técnicas
empleando como disolvente 1 L de etanol al 96% (JALMEK)
y 100 g de materia orgénica (Tabla 1). Se utiliz6 un reactor
hibrido (Ultrasonic Microwave Cooperative Workstation, XO-
SM400) con asistencia de sonoquimica por 30 minutos con una
potencia de 800 W y la asistencia de ondas microondas con una
potencia de 800 W a una temperatura controlada de 40 °C. Se
emplearon las mismas condiciones en todas las extracciones
excepto una, la cual se llevo a cabo utilizando una parrilla de
calentamiento y agitacién (LAB COMPANION, HP-3100) a
temperatura ambiente con agitacién constante a una velocidad
de rotacion de 100 rpm durante 24 horas. A continuacion, con
papel filtro (WHATMAN, #4) se filtr6 el extracto para separar
la materia vegetal y se evaporo el disolvente con un rotavapor
(YAMATO, RE-301-BO) acoplado a un bafio de aceite
(YAMATO, BO400) de 4 L, una bomba de vacio (BUCHI, V-
700) y un circulador de agua de refrigeracion (YAMATO,
CF301) para finalmente dejarlo secar hasta obtener un extracto
solido.

Tabla 1: Metodologias de extraccién empleadas para la obtencion de
compuestos bioactivos de hojas secas de Mentha x piperita L.

Muestra Técnica de extraccion empleada
MUM Simultanea ultrasonido-microondas
MU Asistencia de ultrasonido

MM Asistencia de microondas

MTA Agitacion a temperatura ambiente

2.2. Pruebas de solubilidad

Se tomaron 0.1 g de cada uno de los extractos secos
obtenidos de Mentha piperita L. A continuacion, se afiadieron
10 mL de distintos disolventes, siendo estos: metanol, acetona,
agua y etanol puros (Sigma-Aldrich, ahora Merck). Finalmente
se agitaron vigorosamente y se observaron los resultados.

2.2. Analisis de espectroscopia infrarroja

Se empled un equipo marca Perkin-Elmer, mediante
Attenuated Total Reflectance (ATR), las muestras fueron
analizadas sin ningun tipo de tratamiento previo, trabajando en
un intervalo de 4500 a 580 cm™, con 2 cm™, de resolucién,
con 32 adquisiciones.
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2.3. Analisis HPLC-MS/ESI

Se llevo a cabo el analisis por cromatografia liquida de alta
resolucion de fase inversa segln la metodologia descrita por
Ascacio et al. (2016), utilizando un sistema Varian HPLC que
incluye un muestreador automatico (Varian ProStar 410, EE.
UU.), una bomba ternaria (Varian ProStar 2301, EE. UU.) y un
detector PDA (Varian ProStar 330, EE. UU.). También se
utilizd un espectrometro de masas con trampa de iones de
cromatografia liquida (Espectrdmetro de masas Varian 500-
MS IT, EE. UU.) equipado con una fuente de iones de
electropulverizacion. Las muestras (5 pIL) se inyectaron en una
columna Denali C18 (150 mm x 2.1 mm, 3 um, Grace, EE.
UU.). La temperatura del horno se mantuvo a 30 °C. Los
eluyentes fueron acido férmico (0.2 %, v/v; disolvente A) y
acetonitrilo (disolvente B). Se aplico el siguiente gradiente:
inicial, 3% B; 0-5 min, 9% B lineal; 5-15 min, 16% B lineal;
15-45 min, 50% B lineal. A continuacion, la columna se lavo
y reacondiciond. El caudal se mantuvo a 0.2 mL/min y la
elucidn se control6 a 245, 280, 320 y 550 nm. Todo el efluente
(0.2 mL/min) se inyect6 en la fuente del espectrémetro de
masas, sin dividirse. Todos los experimentos de MS se llevaron
a cabo en el modo negativo [M-H]-1. Se utilizé nitrédgeno
como gas nebulizador y helio como gas amortiguador. Los
parametros de la fuente de iones fueron: voltaje de
pulverizacion de 5.0 kV y voltaje y temperatura del capilar de
90.0 V y 350 °C, respectivamente. Los datos se recopilaron y
procesaron utilizando el software MS Workstation (V 6.9). Las
muestras se analizaron en primer lugar en modo de exploracion
completa adquirida en el rango m/z 50-2000 (Ascacio et al.,
2016).

3. Resultados y discusion

Se obtuvieron extractos solidos en polvo de distintas
tonalidades de verde-marrén en donde se destaca una
coloraciéon mas intensa en MUM y menos intensa y de color
marrén en MTA (Figura 2). Los rendimientos alcanzados
fueron mayores en la extraccion llevada a cabo mediante
metodologia simultdnea (MUM) obteniendo 23.58 g de
extracto puro de 100 g de hojas secas de Mentha piperita L.
representando esto el 23% de rendimiento el cual en promedio
es 7.56% mayor que las técnicas de ultrasonido (MU), arrastre
por disolvente MTA) y microondas (MM) (Tabla 2).

a) b)

.-

Figura 2: Extractos solidos de Mentha piperita L. obtenidos mediante
distintas técnicas de a) MUM, b) MTA, c) MU y d) MM.

Rubio (2019), report6 la extraccion de Mentha piperita L.
por arrastre empleando etanol como disolvente extractor al
96%, obteniendo como resultado un rendimiento del 13%
siendo este menor al rendimiento obtenido en las distintas
metodologias empleadas para este trabajo.

Tabla 2: Rendimientos obtenidos de las extracciones de Mentha x piperita L.

Muestra Rendimiento (%)
MUM 23.58
MTA 18.73
MU 14.64
MM 14.60

Las pruebas de solubilidad mostraron mayor eficiencia en
etanol y acetona mientras que en metanol hubo una disolucién
parcial del extracto (Tabla 3), no obstante, los extractos no se
solubilizaron en agua. Esto se puede atribuir a la constante
dieléctrica que presenta cada uno de los disolventes, para el
caso de la acetona y el etanol, ya que presentan una constante
dieléctrica () de 20.7 y 24.5 respectivamente, en cambio el
metanol y el agua presentan valores mas altos de la (€) de 32.7
y 80.1 respectivamente, se destaca que entre mayor sea el valor
de la (e) (Mohsen-Nia et al., 2010), mayor el poder de
solvatacién y por ende la polaridad. En este contexto, los
compuestos obtenidos de Mentha piperita L. mediante las
distintas extracciones presentan compuestos organicos con
baja polaridad y tienden a solubilizarse en disolventes de baja
constante dieléctrica como lo es la acetona y el etanol.

Tabla 3: Resultados obtenidos en pruebas de solubilidad de los extractos
obtenidos de Mentha x piperita L.

Muestra Metanol Etanol Acetona  Agua
RUM S* S S |
RTA S* S S |
RU S* S S |
RM S* S S [

(S) Soluble (S*) Parcialmente soluble (1) Insoluble

Mediante HPLC-MS/ESI se lograron identificar 10
compuestos organicos, de las familias de los flavonoides, las
ligninas y los &cidos hidroxicindmicos (Tabla 4), destacando la
presencia de &cido cafeico y quercetina, (Figura 3).

o]
HO
X OH
HO
a)
b)
/\lfﬂ —"" “OH
- NG
WY o
OCH;} %r/’\\OH

Figura 3: Estructuras quimicas a) acido cafeico, b) quercetinay c)
lariciresinol.
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Tabla 4: Compuestos identificados por Analisis de HPLC-MS/ESI de los
extractos de menta empleando diferentes técnicas de extraccion.

Muestra TR Masa (m/z) Compuesto Familia
MU 5.9 341.1 Caffeic acid 4-O-glucoside AH
19.3 353.0 1-Caffeoylquinic acid AH
21.3 3410 Tetramethylscutellarein M
225 353.0 3-Caffeoylquinic acid AH
248 387.1 Medioresinol L
29.4  449.0 Myricetin 3-O-arabinoside F
325 595.2 Quercetin 3-O-glucosyl-xyloside F
365 579.3 Luteolin 7-O-(2-apiosyl-glucoside)  F
39.8 359.1 Lariciresinol L
451 593.3 Luteolin 7-O-rutinoside F
50.0 2711 Butein C
MUM 5.9 341.2 Caffeic acid 4-O-glucoside AH
20.8 353.1 1-Caffeoylquinic acid AH
331 4491 Myricetin 3-O-arabinoside F
36.1 595.3 Quercetin 3-O-glucosyl-xyloside F
39.2 5793 Luteolin 7-O-(2-apiosyl-glucoside) F
422 359.1 Lariciresinol L
470 5933 Luteolin 7-O-rutinoside F
520 2711 Butein C
MTA 5.7 341.0 Caffeic acid 4-O-glucoside AH
231 387.1 Medioresinol L
295 595.1 Quercetin 3-O-glucosyl-xyloside F
33.0 579.1 Luteolin 7-O-(2-apiosyl-glucoside) F
36.2 359.0 Lariciresinol F
415 5931 Luteolin 7-O-rutinoside F
MU 46.0 271.0 Butein C
5.8 341.2 Caffeic acid 4-O-glucoside AH
20.6  353.0 1-Caffeoylquinic acid AH
270 387.2 Medioresinol L
329 4491 Myricetin 3-O-arabinoside F
356 595.3 Quercetin 3-O-glucosyl-xyloside F
39.0 5793 Luteolin 7-O-(2-apiosyl-glucoside) F
419 359.1 Lariciresinol L
46.8 593.3 Luteolin 7-O-rutinoside F
51.8 2711 Buteina C

Tiempo de retencion (TR), Acido Tiempo de retencion (TR), Acido
hidroxicindmico (AH) Metoxiflavonide (M), Flavonoides (F) Lignano (L) y
Chalconas (C).

Mediante el andlisis FTIR-(ATR) se confirma la presencia
de los grupos funcionales que estan presentes en las familias
de los compuestos organicos reportadas por HPLC-MS/ESI, en
la Figura 4, se muestran los cuatro espectros de FTIR-(ATR),
de los extractos de Mentha Piperita L. donde se evidencian
que, en las cuatro técnicas de extraccion, se presentan bandas
semejantes. Se destaca la presencia de la banda en 3400cm™,
pertenecientes a estiramientos de los enlaces O-H, sugiriendo
la presencia de alcoholes y fenoles, en 2900 y 2923 cm™, se
muestran dos bandas, correspondientes a estiramientos de
asimétricos y simétricos de C-H, en la region huella se
presentan bandas alrededor de 1725 cm™ y 1705 cm?,
perteneciente a estiramientos de C=0O (funcién carbonilo),
presentes en cetonas y acidos carboxilicos y en 1000cm™, se
muestra la banda correspondiente al estiramiento C-O, de los
éteres presentes en los compuestos extraidos.

Estos resultados coinciden con lo reportado en la literatura,
por Pramila et al., en 2012, donde trabajaron con extractos
liofilizados de hojas de Mentha piperita L.

a) b)

Figura 4. Espectroscopia FTIR-(ATR) de los extractos obtenidos de hojas
secas de Mentha piperita L. empleando los tratamientos a) MU, b) MUM, c)
MTAy d) MM.

Estos estiramientos coinciden con la estructura quimica de
los compuestos identificados mediante HPLC-MS/ESI ya que
se logra apreciar distintos enlaces O-H, C=0, COOH, C-0-C,
entre otros. Ademas de acuerdo con diversas investigaciones,
se ha logrado la identificacion de compuestos organicos
presentes en las hojas de Mentha piperita L., empleando
distintos métodos de extraccion (Tabla 5).

Tabla 5. Algunos compuestos identificados en diversos extractos obtenidos
de hojas de Mentha x piperita L. descritos en la literatura.

Compuesto Método de Referencia
identificacion
Acido rosmarinico LC-MS (Guedon et al., 1994)
Luteolina-7-O-rutindsido HPLC (Inoue et al., 2002)
Acido cafeico HPLC (Dorman et al., 2009)
Methoxykaempferol-7-O- LC-ESI- (Dolzhenko et al., 2010)
rutinésido MS/MS
Epicatequina HPLC (Mekinic et al., 2014)
Quercetina-40-glucdsido HPLC (Mekinic et al., 2014)
Rutina HPLC (Farnad et al., 2014)
Acido clorogénico HPLC (Nilo et al., 2017)
a-pineno y B-pineno GC-MS (Benabdallah et al., 2018)
Mentol GC-MS (Salehi et al., 2018)
Mentofurano GC-MS (Beigi et al., 2018)
Acido oléico HPLC (Barreto, 2019)
Acido clorogénico HPLC (Barreto, 2019)
Acetato de metilo HPLC (Barreto, 2019)
Felandreno HPLC (Barreto, 2019)
Cadineno HPLC (Barreto, 2019)

4. Conclusiones

Se observé que en comparacion con las demas técnicas
empleadas en esta investigacion (MU, MM y MTA), los
extractos de Mentha piperita L. obtenidos mediante asistencia
simultanea de ultrasonido-microondas (MUM) presentaron un
rendimiento de extraccién mayor. Ademas, mediante analisis
FTIR-ATR y HPLC-MS se logro identificar compuestos de
propiedades de interés industrial, tales como capacidad
antioxidante, antibacterial, antiflngica, entre otras. Por lo
tanto, cumpliendo con el objetivo se logré demostrar que la
extraccion simultanea asistida con ultrasonido-microondas es
una técnica que permite incrementar el rendimiento de
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extraccién que se ha presentado de manera separada bajo las
mismas condiciones.
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