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I. RESUMEN

Para determinar el efecto de la variacién en la concentracion de macronutrientes
de cultivos hidropdnicos en la biosintesis de metabolitos en Menta piperita L. por
cromatografia de gases, se llevd a cabo un estudio de tipo descriptivo de la influencia de
nitrégeno, fésforo y potasio para la produccidn de los principales metabolitos secundarios
presentes en mayor cantidad en las plantas de menta en dichos cultivos. Se realizaron
cultivos hidropdnicos dividiendo en grupos de tres series dentro de las cuales se omitié un
macronutriente (nitrégeno, fésforo o potasio) y se variaron los porcentajes de los mismos
a partir de las concentraciones ideales (N= 750 mg/L, P= 150 mg/L y K = 500 mg/L) con la
finalidad de establecer el efecto en la sintesis de metabolitos secundarios de acuerdo a la
variacion realizada, asi mismo se realizé un cultivo tradicional (en tierra abonada) como
grupo control. Se llevé a cabo la deteccion de metabolitos en el aceite esencial obtenido
por destilaciéon por arrastre de vapor de agua, utilizando cromatografia de gases con
detector FID.

Para menta cultivada tradicionalmente, se extrajo el aceite esencial por medio de
Neoclevenger, se identificé y cuantific6 en cromatografia de gases con detector de
espectrometro de masas (CG-MS). Se compararon los resultados contra la cromatografia
de gases con detector FID (CG-FID) para determinar la presencia o ausencia de los
metabolitos secundarios con mayor porcentaje de area en menta cultivada de forma
hidropdnica para los distintos tratamientos y variaciones de macronutrientes asignadas y
cultivo tradicional. Se identificé diez metabolitos secundarios en mayor porcentaje de
area, siendo estos: B-Mirceno, Limoneno, Eucaliptol, B-Ocimeno, Dihidrocarveol,
Dihidrocarvona, Carveol, Carvona, B-Cariofileno, Germacreno D, compuestos ampliamente

utilizados en industria farmacéutica, cosmética y alimenticia.



Il. INTRODUCCION

El ser humano, ante la actual problematica del abuso de la tierra, ha tenido la
necesidad de desarrollar nuevos métodos que permitan cosechar todo tipo de cultivos, asi
como de mejorar caracteristicas en la calidad y cantidad producida de los mismos. Dentro
de estos métodos se encuentra la hidroponia, que si bien es un método descubierto el
siglo pasado, ha sido utilizado hasta en la actualidad, permitiendo cultivar sin necesidad
de la utilizacion de tierra, Unicamente agregando soluciones para la nutriciéon de las
plantas, aportandose ademas el beneficio de mantener reguladas las diversas condiciones
a las que son expuestas dichos cultivos. Los principales macronutrientes necesarios para el
crecimiento y realizacion de procesos de las plantas son nitrégeno, fésforo y potasio
(Cogua, 2007).

La menta (Mentha piperita L.), es una de las principales plantas de uso farmacéutico,
cosmético e industrial. Se propaga por estolén y puede crecer entre 40 y 80 cm. de alto y
el tamafio de las hojas varia de 4 a 8 cm. de largo. Se adapta a cualquier condicidn
climdtica, pero la mayoria de mentas prefieren climas templados. El aceite esencial se
obtiene por medio de destilacién de las hojas oreadas y principalmente estd compuesto
de mentol libre (26-50%), mentona (12-30%), B-felandreno (4-8%), acetato de mentilo (3-
7%), mentofurano (2-6%), metiléster (20%) y terpenos. El aceite esencial tiene un potente
olor a menta, balsamico y persistente; se usa como saborizante de alimentos, bebidas y
licores. El aceite esencial es antiséptico, carminativo y espasmolitico.

Por sus propiedades y amplio uso en la industria cosmética, farmacéutica y de
alimentos, se decidié evaluar la influencia de la omisidn y/o variacién de macronutrientes
en la produccion de metabolitos secundarios en Mentha piperita L. utilizando cultivos
hidropdnicos a través de cromatografia de gases con detector de ionizacién de llama (CG-
FID) y comparacion con cromatografia de gases acoplada a espectrometro de masas (CG-
MS) en cultivo tradicional para identificacion de los compuestos presentes con mayor

porcentaje de area.



lll. ANTECEDENTES

A. Generalidades de la planta de menta (Mentha piperita L.) (Ver imagen Anexo No. 1)

1. Clasificaciéon taxondmica:
Reino: Plantae
Division: Espermatophyta
Subdivisién: Angiospermae
Clase: Dicotiledoneae
Orden: Tubuliflorae
Familia: Labiatae (Lamiaceae)
Género: Mentha
Especie: Mentha piperita L. (Linnaeus)
Sinénimos: Hierbabuena de Menta, Piperita.
Partes utilizadas: hojas (Caceres, 2006, p. 151; Caceres, 1999. P.265; Osorio, 2009;
Rojas, 1976, 1255).

2. Obtencién
Se cultiva en forma casera y comercial. Requiere suelo medio a ligero, profundo,
rico en humus, humedo pero bien drenado, luminosidad. Se propaga por estolén o
guia. Cultivo poco exigente, se recomienda fertilizar organica y quimicamente;
colectar la planta en floracidn. Se obtienen dos productos: hojas secas, haciendo dos
cortes al afio y secando a la sombra; y hojas oreadas, que al secarse en 1-2 dias
pierden un 30% de agua y se destilan para obtener aceite esencial (Caceres, 2006, p.

151; Caceres, 1999, p. 265).

3. Descripcidn botdanica
Es una hierba perenne, se propaga rapidamente por sus estolones subterraneos

aéreos, tallos de 40 a 80 cm de alto, cuadrados sin ramificaciones en la parte inferior



pero muy ramificado en la parte superior. Hojas variables de acuerdo a las razas,
oblongas o lanceoladas, 4-8 cm de largo. Verde o rojizas, margenes profundamente
dentados. Flores de 8 mm de largo, corola rojo-rosadas, en las axilas de las bracteas

(Caceres, 1999, p. 265).

4. Habitat
Crecen bien en varias condiciones climadticas, lluvia regular en época de
crecimiento, soleado en la época de corte, la mayoria de las mentas prefieren climas
templados hasta 1500 msnm, pero algunas variedades pueden crecer en clima
subtropical con maximo crecimiento a 1000 msnm. En Guatemala se cultiva en
terrenos humedos y sombreados del altiplano central (Caceres, 2006, p. 151;

Caceres 1999, p. 265, p. 265; Anleu, 1998).

5. Historia

Mentha piperita L. es una planta hibrida (Mentha aquatica x Mentha spicata). Si
bien es una planta muy conocida desde la antigliedad (su uso data de
aproximadamente 1.000 afios antes de Cristo), fue hasta el ano 1696 que se clasifica
por el botanico Ray al encontrar una especie de menta con sabor a pimienta en
Inglaterra. La llamé Mentha piperita (debido al sabor picante de su esencia parecido
al de la pimienta = piper). Otros la llamaron palustris debido a la errédnea creencia
de que esta planta crecia en sitios palustres o pantanosos. El nombre genérico
Mentha deriva de Mintha, una ninfa griega enamorada de Zeus, a quien los celos de
la diosa Perséfone hicieron que se convirtiera en planta. Durante mucho tiempo
constituyéd una especia ofrecida como valor de cambio. Se consideran
aproximadamente 30 las especies de menta conocidas, aunque en la antigiiedad se
utilizaban todas de la misma manera (menta, poleo, hierbabuena, mentastro, etc.).
A tal punto llegaba esta confusidn que un escrito de Willafried de Strabo en el S. XiI|

"

decia: "... Si alguien es capaz de relacionar todas las propiedades de la menta, sin

duda sabrd también cuantos peces nadan en el océano Indico”. En 1730 fue



incorporada en la farmacopea inglesa y hoy figura en casi todas las farmacopeas

mundiales (Caceres, 1999, p. 265).

6. Agricultura

Se cultiva en forma casera y comercialmente. Requiere suelo medio a ligero,
profundo, rico en humus, humedo pero bien drenado, pH 6.0-7.5, abundante
luminosidad. Se propaga por estoldn o guia, sembrar en surcos delgados de 7-10 cm
de profundidad y 40-80 cm entre filas: se requieren 400 kg de estolones/ha. Es un
cultivo poco exigente, se recomienda fertilizar con 100-120 kg N/ha; las principales
enfermedades son roya (Puccina menthae), pulgdn verde, altisas y nematodos
fitéfagos (Meloydogyne sp., Pratylencoides sp.); colectar la planta en floracion.
Pueden obtenerse dos productos, hojas secas, haciendo dos cortes al afio y secando
a la sombra y hojas oreadas, las que al dejarse secar 1-2 dias pierden un 30% de

agua y luego se destilan para obtener aceite esencial. (Caceres, 1999, p. 265)

7. Usos medicinales atribuidos
La infusidon de hojas se usa oralmente para tratar afecciones gastrointestinales
(atonia del estomago e intestino, dolor de estdémago, flatulencia, indigestion,
ictericia, calculos biliares, nausea), respiratorias (fiebre, resfrio, tos) y nerviosas
(dolor de cabeza, insomnio, jagueca, nerviosismo, tensidn, vértigo), anemia vy
afecciones cardiacas; el alcoholato se usa para mejorar la digestion. El jugo con
vinagre se usa para mejorar la sangre, matar las lombrices y mitigar el dolor de

cabeza (Caceres, 1999, p. 265).

Tdépicamente se aplica en inhalaciones para resfrios, infecciones de la gargantay
heridas; el ungliento se aplica como galactéfugo, la cataplasma para el prurito de la
piel y la infusidén en vino para halitosis. Se le atribuye propiedad analgésica,
antiparasitaria, aromatica, carminativa, colagoga, espasmolitica, estimulante

digestiva, eupéptica y tonica (Caceres, 1999, p. 266).



Otros usos populares es el de las hojas frescas utilizadas para condimentar ensaladas
y sopas, preparacion de salsas y en la fabricacion de licores y jarabes; el aceite
esencial se usa en la industria de alimentos, caramelos, tabacaleras y gomas de

mascar (Caceres, 1999, p. 266).

8. Farmacologia
Experimentalmente, estudios biocidas demuestran que el extracto etandlico de
hojas tiene actividad insecticida; el extracto y aceite esencial tiene actividad contra
hongos fitopatdogenos (Altenaria tenuis, Botrytis allii, Cladosporium fulvum,
Curvularia penniseti, Helminthosporium sp.), insectos (Leptinotarsa decemlineata) y

virus (herpes, Newcastle) (Caceres, 1999, p. 266).

Estudios farmacolégicos demuestran que el extracto metandlico tiene buena
actividad antiinflamatoria del edema de la oreja del ratéon inducido por acetato de
tetradecanoilforbol, lo que podria correlacionarse con la inhibicién de promotores

tumorales (Caceres, 1999, p. 266).

El extracto hidroalcohdlico concentrado 1:10 del volumen inicial presenta actividad
analgésica en ratén Unicamente con la técnica de la contorsion (1000 mg/kg); no

presenta actividad por la técnica del golpe de cola (Caceres, 1999, p. 266).

9. Composicidn quimica
Las hojas contienen flavonoides (apigenol, luteol, eriodictiol-7-O-rutdsido),
monoterpenoides  (mentol, mentona), diterpenoides (B-betulenol, (-)-
bicicloelemeno, principio amargo, acidos fendlicos, triterpenos y taninos. El aceite
esencial contiene mentol, carvona, cineol, timol, pineno, limoneno, acido acético e

isovalérico (Caceres, 1999, p. 266).



En peso seco contiene un total de aminoacidos libres de 23.8 mmol/kg, constituidos
por 4acido y-aminobutirico (6.0 mmol/kg), arginina (0.2 mmol/kg), glicina (1.8
mmol/kg), alanina (5.2 mmol/kg), asparagina (0.6 mmol/kg) y triptéfano (0.1
mmol/kg) (Caceres, 2006, p. 152; Caceres, 1999, p. 266).

10. Farmacognosia

La materia médica son hojas y tallos frescos o secos, olor fuertemente
aromadtico y caracteristico, sabor picante y sensacién de enfriamiento.
Macroscépicamente son cortes de 1-2 cm de largo, flores pequeiias moradas en
espigas terminales con cdliz tubular de 5 dientes. Microscépicamente la epidermis
superior de la hoja estd compuesta de células grandes, paredes delgadas,
marcadamente sinuosas, engrosadas en los dngulos; las células de la capa inferior
son mas pequefias; contiene numerosos estomas diacticos; tricomas glandulares y
de cobertura presentes en ambas epidermis; la hoja es dorsi-ventral con una sola
capa de células en empalizada. Cenizas totales no mayor de 12.5%, insolubles en

acido no mas de 2%, materia extrafa no mas de 2 % (Caceres, 1999, p. 266).

El aceite esencial (0.5-3.0%) esta compuesto de mentol libre (26-50%), mentona (12-
30%) [Ver Anexo No. 2] PB-felandreno (4-8%), acetato de mentilo (3-7%),
mentofurano (2-6%), metiléster (20%) y terpenos. El aceite esencial tiene un potente
olor a menta, balsdmico y persistente; densidad 0.900-0.927, indice de refraccién
1.460-1.471; rotacién optica de -35° a 5°, soluble en alcohol (3-4 al 70%); se usa
como saborizante de alimentos, bebidas y licores. El aceite es antiséptico,
carminativo y espasmolitico (Caceres, 1999, p. 267).

La esencia y los flavonoides le confieren accién aromatizante, antiséptica y
analgésica. La planta contiene importantes cantidades de 4cido rosmarinico (3.0%
del peso) y derivados dihidroxicinamicos totales (6.1% de peso seco), los cuales son
responsables de su actividad antioxidante (EC50=22 pg/mL) (Caceres, 2006, p. 152;
Caceres, 1999, p. 267).



Se comercializan productos fitofarmacéuticos alopaticos y homeopaticos de la
planta completa, tales como infusion, jarabe, tintura, esencia, extracto seco
nebulizado, linimento y otros preparados que contienen derivados como aceite
esencial, mentol y mentona. En Europa se comercializan cdpsulas con cubierta

entérica para la irritacion intestinal (Caceres, 2006, p. 152; Caceres, 1999, p. 267).

11. Toxicidad
El aceite esencial es toxico si se ingiere, puede causar dermatitis; el mentol
puede causar reacciones alérgicas. Los extractos acuoso y etandlico de hojas no son
mutagénicos a S. typhimurium TA98, son moderadamente mutagénicos a TA102 y su
CL50 es 185 pg/mL. El mentol tiene una DL50 por via oral en ratas de 3180 mg/kg.
(Caceres, 2006, p. 152; Caceres, 1999, p. 267).

12. Indicaciones terapéuticas

Por su accién antiemética, carminativa, diaforética y espasmolitica esta indicado
su uso oral en el tratamiento de célico intestinal, dispepsia flatulenta, dismenorrea,
inapetencia, jaqueca, resfrio comun y nausea del embarazo. Se recomienda
administrar tres veces al dia 2-4 g/taza en infusion; 0.25-1.0 ml de agua concentrada
BP, 0-05-0.2 ml del aceite, 3-5 ml de tintura 1:10 en etanol 35%, 15-20 gotas de
extracto fluido, 20-100 g/dia de jarabe y 0.3-1.0 g/dia de extracto seco nebulizado.
Por su accién antiséptica y antipruritica su aplicacién tdpica estd indicada como
compresas y lavados en el tratamiento de llagas, heridas, afecciones reumaticas,
neuralgia, dermatomicosis, resfrio, bronquitis y sinusitis (Caceres, 2006, p. 152;

Caceres, 1999, p. 266; Chiereghin, 2000, pp. 172-178; Arteche, 1998, pp. 323-324).

B. Hidroponia
Literalmente la palabra Hidroponia significa trabajo en agua. Se deriva del
griego Hydro (agua) y ponos (labor, trabajo). Sin embargo el concepto es mas amplio, e

involucra todos los sistemas de cultivo que no utilizan el suelo como medio de cultivo,



en su lugar se utiliza agua o sustratos solidos inertes como arena, piedra volcénica,
cascarilla de arroz y carbdn vegetal, entre otros. La nutricidon se obtiene por medio de
una solucién nutritiva aplicada a través del riego, la cual contiene todos los elementos
esenciales para el crecimiento y produccién de los cultivos (Jiménez, 1998, p. 13;

Marulanda, 1995, p. 7; Soto, 2002, p. 11).

Los sistemas hidropdnicos pueden clasificarse de varias formas. Las dos mas

comunes son:

1. Por el manejo de la solucién nutritiva:
a) Sistemas abiertos: la solucidon nutritiva se drena libremente no reciclandose la
solucién sobrante. Usado principalmente cuando se usan sustratos inertes.
b) Sistemas cerrados: La solucion nutritiva se mantiene en contacto con las raices
cambiandose o ajustandose peridédicamente usando en los cultivos en soluciones

nutritivas o sustratos (Miranda, 1997, p. 12).

2. Por tipo de medio de cultivo en que se establecen las plantas, existen dos
modalidades de cultivos hidropédnicos:

a) Modalidad en sustrato solido: en la cual el cultivo se establece en un medio sélido
como cascarilla de arroz, arena, tiestos molidos, piedra volcanica o mezcla de
algunos de ellos.

b) Modalidad de raiz en agua: en este caso el medio de cultivo es agua con los
nutrientes necesarios para la planta. Algunos de los sistemas mas utilizados en
esta modalidad son los siguientes:

i. Raiz flotante: las raices estan sumergidas en solucion nutritiva y las plantas
estdn soportadas por una l[dmina de un material liviano.

ii. NFT (Nutrient Film Technique): técnica de cultivo de flujo laminar en
nutrientes. Las raices tienen laminas muy delgadas de solucidn nutritiva, varias

veces al dia o continuamente.
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iii. Aeroponia: las raices de las plantas se encuentran suspendidas en el aire y son
nutridas a través de un sistema de riego por nebulizacién (Jiménez, 1998, p.15;

Miranda, 1997, pp. 12-13).

3. Sistemas de cultivo en sustrato sélido

a) Cultivo en recipientes individuales: este sistema de produccién se refiere
basicamente al cultivo en hileras tales como albahaca y menta.

b) El contenedor: los maceteros plasticos y bolsas negras de polietileno son los
recipientes mds utilizados, aunque también se pueden utilizar recipientes
plasticos desechables como galones, cubetas de pintura o cajas de helados. De
acuerdo al cultivo se debe tomar en cuenta las siguientes caracteristicas:

i. El tamafo del recipiente: depende del cultivo a sembrar. El fondo del
recipiente debe tener perforaciones o agujeros para permitir el drenaje (la
salida del exceso del agua aplicada con el riego de lavado).

ii. Calibre y color: para evitar roturas durante el manipuleo de las bolsas de
cultivo, se requiere un calibre mayor de 6 milésimas de pulgada.
Dependiendo del clima se prefiere el negro o blanco/negro que absorben
calor para las zonas frias, y blanco o plata que reflejan la luz y absorben
menos calor para lugares calientes. Ademads es importante que no pase la luz

para evitar el desarrollo y proliferacién de algas (Valenzuela, 2008).

4. Sustratos hidropdnicos
Sustrato se aplica en horticultura a todo material sélido distinto del suelo in situ;
natural o de sintesis, mineral u organico que colocado en un contenedor, en forma
pura o en mezcla, permite el anclaje del sistema radical desempefiando la funcién

de soporte para la planta (Valenzuela, 2008).

a) Caracteristicas de un buen sustrato para hidroponia: los sustratos para utilizar en

hidroponia deben reunir una serie de caracteristicas que lo hagan apto para el
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cultivo. Muchas veces un solo sustrato no reune todas las caracteristicas

deseables por lo que hay que recurrir a las mezclas.

i. Retener humedad: la retencién esta en funcién a la granulometria del sustrato
(tamafio del grano) y de la porosidad de las particulas que lo componen. La
aireacion de la mezcla, en las raices es la siguiente: 30% materiales y 70%
espacio libre o vacio, el cual sera ocupado en partes iguales por aire y agua. De
esta forma entre mas elevada la capacidad de retencidn de agua del sustrato,
menos frecuentes seran los riegos.

Para obtener una porosidad optima se puede mezclar los materiales
compactos con otros porosos y granulos gruesos.

Los sustratos pueden retener humedad de dos formas: interior de los poros y
superficie de las particulas. Ademas es importante saber el recorrido que el
agua debe hacer de llegar a las raices y salir por el drenaje. Cuando el sustrato
es muy fino o el recipiente no tiene drenaje de salida, los espacios vacios se
llenan de agua, desplazando el aire e impidiendo la adecuada oxigenacién de
las raices. Al poco tiempo las raices se vuelven de color carmelita y luego
mueren.

ii. Aireacion: El sustrato debe permitir la normal respiracidn de las raices. Hay que
distinguir entre la aireacion del sustrato y la aireacién de la solucién nutritiva.
La aireacion del sustrato se da a través de los poros del mismo y el espacio
entre las particulas. La aireaciéon de las particulas puede ser por aire a presion,
agitadores y reciclaje.

iii. Estabilidad fisica: se determina a través del tiempo si se mantiene una
porosidad correcta. Depende de Ila velocidad de disgregaciéon vy
descomposicion del sustrato (resistencia al desgaste). Entre mas lento ocurre
este proceso, mas durabilidad tendra el sustrato.

iv. Quimicamente inerte: el sustrato debe ser quimicamente inactivo. Ni aportar,

ni absorber ningln elemento nutritivo que altere la solucion nutritiva. Hay
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ciertos sustratos como el aserrin, viruta de ciertas maderas, que puedan
segregar ciertos taninos, los cuales son téxicos para las plantas.

v. Bioldgicamente inerte: el sustrato no debe ser portador de ninguna forma viva
de macro o microorganismos, para disminuir los riesgos de propagar
enfermedades y plagas a las plantas, a las personas o animales que las van a
consumir. Al inicio del cultivo el sustrato debe estar libre de plagas vy
enfermedades.

vi. Drenaje: tanto el recipiente como el sustrato deben permitir un buen drenaje.
Existen algunas formas de aportar drenaje en los cultivos hidropdnicos:
drenaje por inclinacidon del recipiente; orificios interiores: botes, bolsas o
sacos, columnas verticales; a través de mangueras delgadas: cajas forradas con
plastico

vii. Capilaridad: esta caracteristica consiste en la capacidad de absorber agua a
través de los microporos y transportarla en todas direcciones. Esta
caracteristica es esencial cuando se utiliza el sistema de riego por goteo.
Cuando el sustrato carece de capilaridad el movimiento del agua es vertical a
través del perfil mismo, llegando muy répido al drenaje final y dejando zonas
sin humedecer.

vii. Liviano: el peso es importante para determinar la estructura a construir. El mas
liviano de los sustratos es la cascarilla de arroz.

ix. Disponibilidad: tener dicho recurso en la zona.

X. Bajo costo: este factor determina antes que otras condiciones, el sustrato a
utilizar.

xi. Color: se prefieren coloraciones oscuras.

xii. Libre de residuos: que no contengan residuos industriales o humanos

(Jiménez, 1998, pp. 44-46).

b) Clasificacion de las materias primas utilizadas como sustratos
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i. Inorganicos o de origen mineral: naturales como arenas, piedras volcanicas,
gravas y piedra pomez; transformados o tratados se llama a los que se
obtienen a través de procesos industriales, tales como perlita, vermiculita,
arcilla expandida y lana de roca; residuos de la industria como el carbdn
mineral, teja o ladrillo molido, desecho molido, entre otros.

ii. Organicos: naturales como materiales biodegradables tal es el caso de la turba
(peatmos); residuos industriales o subproductos de actividades agricolas o
industriales, como cascarilla de arroz, fibra de coco, cascarilla de macadamia,
aserrin, residuos de corcho y cortezas de arboles; sintéticos son polimeros
organicos no biodegradables obtenidos por sintesis quimica, como la espuma
de poliuretano (esponja) y poliestireno expandido (estereofén) (Soto, 2002, p.

21).

5. Caracteristicas de algunos sustratos organicos:

a)

b)

c)

Cascarilla de arroz: es un subproducto del descascarado del arroz y posee
caracteristicas deseables tales como baja tasa de descomposicidn, es liviano, de
buen drenaje y de bajo costo. Sin embargo, cuando se utiliza fresco y seco
presenta una baja retencién de humedad, y contiene residuos de cosecha como
granos enteros, puntilla de arroz, semolina y semillas de malezas que al
fermentar producen alcoholes y acidos que afectan las raices del cultivo. Por esta
razon, es necesario un tratamiento previo de humedecimiento, fermentacion y
lavado, con el objetivo de que estas impurezas se degraden antes de usarlo.
Ademas, este material puede aportar hongos, bacterias y residuos de herbicidas.
Arena de Rio o Tajo: presenta una buena estabilidad fisica y una excelente
aireacion, no debe contener tierra ya que fija el fésforo.

Gravas o quintilla: compuesta de roca triturada, tiene buen drenaje pero baja
capilaridad, por lo cual se recomienda para cultivos en bancales. Por lo afilado e
irregular de las particulas puede causar deformacién en los cultivos a nivel de

talloy en el bulbo o raiz.
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d) Piedrilla volcénica: puede ser de color rojo o negro y tiene una buena porosidad
interna que le permite retener humedad.

e) Piedra pdmez: es un material color blanco, poroso, fisicamente estable y liviano.

f) Ladrillos y tejas quebradas: tiene una excelente porosidad y es de bajo costo. No
obstante tiende a disgregarse fisicamente a través del tiempo y si la forma de las
particulas es muy irregular presenta los mismos problemas que la grava (Soto,

2002, pp. 26-27).

6. Desinfeccidn del sustrato
Es el punto de partida en la prevencion de plagas y enfermedades.

Microorganismos tales como hongos, bacterias, virus, nemdatodos e insectos pueden

diseminarse a través del sustrato. Por tanto, es necesaria su desinfeccién antes de

usarlo. Los métodos pueden ser:

a) Solarizacién: el sustrato se humedece, luego se extiende en una altura de veinte
centimetros dentro de bolsas plasticas transparentes bien amarradas y se dejan
expuestas al sol durante 15 a 22 dias minimo. Las altas temperaturas que se
generan durante el dia y las bajas durante la noche hacen que se dé un proceso
de pasteurizacién natural, que permite eliminar semillas, insectos, hongos vy
bacterias.

b) Vapor de agua: el tratamiento con calor entre 70 y 80° C ha demostrado ser uno
de los métodos mas efectivos para desinfectar sustratos, puesto que la mayoria
de microorganismos patdgenos son destruidos a temperaturas alrededor de 75°C.
Ademas a estas temperaturas sobreviven otros organismos benéficos.

c) Agua hirviendo: se aplica saturando bien el sustrato, luego se cubre y se deja
enfriar para la siembra.

d) Métodos quimicos: cloro de uso doméstico (3.5 a 4% Hipoclorito de sodio) se
diluye de 4 a 10% (40 a 100 mL por litro de agua), en la cual se sumerge los sacos

de sustratos por 20 a 30 minutos. Posteriormente se saca y se deja drenar, luego
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se coloca en la cama de cultivo por unos dos dias para que el cloro se evapore o

se lave para poder sembrar (Soto, 2002, pp. 27-28).

7. Nutricion del cultivo
Existen 16 elementos considerados esenciales para el crecimiento normal de las
plantas. De éstos, 13 son elementos minerales. La falta de uno de ellos puede
disminuir los rendimientos del cultivo y se manifiestan con sintomas de deficiencia
que se identifican relacionando la funcién y la movilidad del nutriente. Esta se
refiere a la velocidad con que se mueven los nutrientes dentro de la planta, una vez
gue son absorbidos, desde las partes viejas hacia los brotes en crecimiento (Soto,

2002, p. 30).

Los elementos minerales se han clasificado de acuerdo a la cantidad en que los
absorben las plantas de la siguiente forma:

a) Macronutrientes o elementos mayores: las plantas los requieren en cantidades
mas altas y dentro de estos estan los primarios: nitréogeno, fésforo, y potasio; e
intermedios o secundarios: azufre, calcio y magnesio.

b) Micronutrientes o elementos menores: se requieren en cantidades muy
pequeiias, como el cobre, manganeso, zinc, hierro, boro, molibdeno y cloro.

c) No indispensables: silicio, vanadio, selenio y sodio (Soto, 2002, p.30).

Todos estos pueden ser aportados por la solucién nutritiva, mientras que
carbono, hidrégeno y oxigeno son obtenidos del aire y agua. Los nutrientes
minerales disueltos en la solucidén nutritiva son absorbidos a través de las raices y
luego distribuidos a los diferentes drganos de la planta donde cumplen funciones
especificas. Para una optima nutricion es necesario aplicar los nutrientes en las
cantidades requeridas y en la proporcién adecuada. La falta o el exceso de uno de

ellos pueden causar deficiencia o toxicidad (Soto, 2002, p. 30).
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8. Funciones de los macronutrientes dentro de las plantas

a) Nitrégeno: es considerado como el cuarto elemento mas abundante en vegetales

b)

después del carbono, hidrégeno y oxigeno. Como componente de proteinas,
coenzimas, nucledtidos y clorofila estd implicado en todos los procesos de
crecimiento y desarrollo vegetal. Su principal sintoma de carencia, la clorosis, se
debe a una inhibicion de la sintesis de clorofila. Las plantas pueden absorber el
nitréogeno en forma catiénica como ién amonio, o en forma aniénica como i6n
nitrato. A menos que el medio de cultivo esté tamponado, la absorcion de
amonio tiende a disminuir el pH mientras que la absorcién de nitrato tiene
efectos contrarios. En la mayoria de los suelos bien aireados, los nitratos son la
forma principal de reserva nitrogenada. La absorcién de amonio suele provocar
en las plantas una gran demanda de carbohidratos, ya que al poder ser utilizado
inmediatamente en la sintesis de aminodcidos se requiere un suministro
adecuado de esqueletos carbonados que por aminacidon se transformaran en
aminodcidos. La absorcidn de nitratos no provoca este efecto ya que tiene que
ser primeramente reducido y, por ello, la demanda de carbohidratos es menor. El
idon amonio puede actuar como activador de varios enzimas, generalmente los
mismos para los que el potasio actla como catién activador.

Fosforo: gran parte del fosforo del suelo se encuentra en forma inorganica,
especialmente en forma de iones fosfato. La cantidad de una y otra forma
depende del pH de modo que a pH bajo se favorece la forma HPO3 y a pH
elevado, la forma HPO. Fundamentalmente es absorbido en la forma &acida. Al
contrario que otros elementos tomados también en forma anidnica, nitrato y
sulfato, el fosfato, no necesita ser reducido en el interior de la célula antes de ser
incorporado en compuestos organicos. Forma parte de los acidos nucléicos,
adenosin-fosfatos (AMP, ADP, ATP) piridin nucledtidos (NAD, NADP) por lo que
participa en todas las reacciones energéticas del metabolismo, procesos
anabdlicos y transferencia de las caracteristicas hereditarias. Su deficiencia, por

tanto, provoca severas alteraciones del metabolismo y desarrollo vegetal. El
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fésforo forma parte también de otros componentes de las plantas como el
piridoxal fosfato, que actia como coenzima de los sistemas de transaminacion, y
acido fitico, principal forma de reserva de fosforo en las semillas.

c) Potasio: este elemento es el Unico cation monovalente que es esencial no
solamente para los vegetales, sino también para todos los seres vivos, con la
excepcion de algunos microorganismos en los que puede ser sustituido por el
rubidio. Aunque la mayoria de las plantas requieren cantidades relativamente
grandes de potasio, no ha sido aislado ninglin metabolito vegetal que contenga
este elemento. El principal papel del potasio es el de actuar como activador de
numerosas enzimas entre los que se puede citar: acético tiokinasa, aldolasa,
piruvato kinasa, succinil-CoA sintetasa, ATPasas, etc. No estd aun aclarado el
porqué para una accién simplemente catalitica como es la de actuar como
activador enzimatico requieren las plantas concentraciones relativamente
elevadas de potasio. Se ha sugerido por algunos investigadores que el potasio
mantiene un ambiente iénico apropiado para preservar la estructura
tridimensional necesaria en orden, también parece desempefiar un papel
importante en el transporte de azucares por el floema, y de hecho el potasio esta
implicado en la teoria electro-osmdtica de transporte de solutos por el floema.
También durante los ultimos anos ha ido ganando cada vez mas aceptacién el
papel del potasio en los mecanismos reguladores de la abertura y cierre de

estomas (Cogua, 2007).

9. Solucién de nutrientes
Es una preparacién de la mezcla nutritiva que se aplica cada dia a los cultivos
hidropdnicos. Se aplican entre dos a tres litros de solucién preparada por cada
metro cuadrado de cultivo. Variaciones relacionadas con la concentracién de la
solucidn, la cantidad que se debe aplicar y otros detalles que tienen que ver con una
buena nutricidn se van aprendiendo en la medida en que se adquiere experiencia y

destreza en el manejo de cultivos. Si el sustrato se seca durante el dia conviene
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hacer riegos adicionales, pero sin mezclar nutrientes. Es indispensable este
humedecimiento adicional porque si el sustrato se seca la planta deja de comer

aunque hay nutrientes dentro de él (Valenzuela, 2008).

Los nutrientes se deben aplicar diariamente y en algunos casos, segun el clima, la
planta cultivada y el sustrato, se pueden rociar un dia de por medio. La hora mds
apropiada para poner el nutriente es entre las 7 y 8 de la mafiana. En regiones muy
soleadas y de intenso calor durante el dia, se recomienda aplicarlos al amanecer
para evitar quemaduras a las hojas. Estas también se pueden evitar si después de
aplicar la solucién nutritiva, se riega adicionalmente una pequena cantidad de agua
sola para lavar los excesos que hayan podido quedar sobre la planta (Valenzuela,

2008).

Un dia a la semana no se aplica nutriente, pero se riega con una cantidad de agua
mayor (2 veces la cantidad que normalmente se ha estado aplicando cada dia) con el
fin de lavar las sales que se puedan haber acumulado en el sustrato ya que si éstas

se dejan podrian producir intoxicaciones o retrasos al cultivo (Miranda, 1997).

10. Almdcigos hidropdnicos
El area de semillero es un espacio destinado para brindarle a las plantulas los
maximos cuidados desde la siembra de la semilla hasta el transplante (Anexo No. 3).
El espacio puede estar al aire libre o protegido. No obstante los almacigos
hidropdnicos bajo invernadero crecen, mas vigorosos, sanos y de crecimiento
uniforme. Cada cultivo tiene su momento 6éptimo de transplante, aplicando
diferentes criterios, como el nimero de hojas, altura de la plantula, edad de la

planta, y un adecuado desarrollo de raices (Soto, 2002, p. 41).

11. Factores que deben tomarse en cuenta al establecer una huerta hidropdnica:
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a) Espacio disponible: es posible cultivar en menos de un metro cuadrado hasta el

area del patio mas grande de una casa de habitacion.
En la mayoria de unidades a pequeiia escala, el drea varia entre 10 y 30 metros
cuadrados, hasta areas de 200 a 300 metros cuadrados. Los invernaderos
comerciales normalmente superan los 200 metros cuadrados, lo que permite
comercializar los productos obtenidos y utilizar mano de obra contratada. Existen
diferentes lugares donde se puede ubicar la huerta, tales como patios traseros,
terrazas, azoteas, techos, patios de luz, cerca de ventanas y lotes comunales. El
lugar debe estar protegido de animales, personas ajenas, vientos fuertes y altas
precipitaciones, con el fin de evitar dafios a las plantas. Si es necesario usar
tapavientos con barreras de plantas, sacos u otro material que no limite Ila
ventilacion (Jiménez, 1998, p.86; Soto, 2002, p. 21). Ademds de esto deberd
contar con agua limpia (potable), electricidad, y todo aquello que facilite las
labores a ser llevadas a cabo.

b) Sistema de cultivo bajo condiciones hidropdnicas: inicialmente el tipo de sistema
gue se quiera establecer limita el tamafio inicial de la Unidad Hidropdnica, ya sea
por el espacio que ocupa, la inversion inicial y la adquisicion de los componentes
del sistema de cultivo.

c) Tipo de recipiente: en cuanto al tipo de recipiente algunos son faciles de construir
o conseguir por lo que puede influir con el espacio o tamafio inicial de la unidad
hidropdnica.

d) Tipo de sustrato: Algunas veces el tipo de sustrato o mezcla que se selecciona no
son propios de la zona o regidn, lo que dificulta su adquisicion y encarece su
costo, limitando la expansidn del sistema.

e) Condiciones técnicas: la falta de capacitacidon o instruccién puede influir en el
capital con que se cuenta con la mala inversion de los recursos generados
(Jiménez, 1998, p. 20).

f) Factores ambientales: los factores ambientales de mayor significacién para el

desarrollo de las plantas son:
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i. Temperatura: ésta es producto de la radiacion infrarroja absorbida por objetos

oscuros y liberada en forma de calor. Influye en la fotosintesis, la respiracién,
las actividades enzimaticas de las células, capacidad de absorcion de las raices,
ademas de la disponibilidad de nutrientes. Al aumentar la temperatura de 0 a
35 °C, la fotosintesis sigue la regla de Van Hoff, es decir, cada 10 °C dicha
funcién se incrementa 2-3 veces. Con el aumento de la temperatura sobre un
cierto limite la fotosintesis disminuye su intensidad o la interrumpe por
completo. (Miranda, 1997, p. 5) En términos generales, la temperatura interna
debe estar en el rango de 22 a 25 grados centigrados en el dia y evitar que
baje bruscamente en la noche (Soto, 2002, p. 21).

Con el descenso de la temperatura por debajo de la temperatura éptima, la
actividad vital se debilita paulatinamente; disminuye la intensidad de la

fotosintesis, la respiracion, la extraccion de agua y de sustancias nutritivas.

ii. Luz: es el factor ambiental que mas influye sobre el crecimiento, floracién y

produccién de las plantas. Mediante la limitacion de este factor, la
productividad de la fotosintesis se reduce, asi como también la cantidad de las
sustancias organicas de la sintesis y, por consiguiente, la calidad y cantidad de
la produccidon. La fotosintesis mas intensa ocurre en la clorofila mediante la
absorcién de los rayos anaranjados y rojos, porque estos tienen la mayor
cantidad de energia radiante. Los rayos azul-violeta muestran menor actividad
fotosintética, apenas 14 % de la actividad de los rayos rojos. La luz directa asi
como la luz difusa es igualmente aprovechada productivamente por las hojas;
en algunos casos la luz directa puede causar quemaduras en los érganos de las
plantas. En algunas especies el maximo de fotosintesis se realiza mediante la
menor intensidad de la luz, y en otras absolutamente al contrario.

Agua: las diferentes especies contienen de 65 a 95 % de agua. Ayuda a la
formacién de los distintos 6rganos de las plantas. Las plantas sembradas en
condiciones de insuficiencia de humedad del suelo y del aire son de menor

tamafio, menos jugosas y de menor calidad. En caso de exceso de humedad el
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contenido de agua de los érganos se aumenta, la cantidad de materia seca se
disminuye, asi como las cantidades de azucar, acidos y de otros componentes.
Para su germinacion normal, las semillas de todas las especies necesitan
humedad suficiente. En las primeras etapas de desarrollo, cuando el sistema
de raices todavia es débil, las plantas generalmente son mads exigentes en
humedad. Mas importante aun es la fase en que se diferencian y forman los
drganos reproductivos. En cuanto a la humedad relativa, que es el porcentaje
de saturacidn de vapor de agua que un volumen de aire puede contener, ésta
se encuentra directamente relacionada con el clima, debe tenerse cuidado con
el clima calido, ya que si la humedad interna aumenta dentro del invernadero,
favorecera el ataque de plagas y enfermedades.

El gasto de agua también depende del viento, de la insolacidn, la temperatura,
y la humedad del aire, etc. El consumo de agua siempre es mayor en presencia
de fuertes vientos, de una mayor intensidad de luz, de elevadas temperaturas
y de baja humedad del aire. En caso de escasez de agua las plantas detienen su
crecimiento. La sequia contribuye a la disminucion de la capacidad de
absorcién del sistema de raices, puesto que las raices se cubren de una capa
de cuticula mds gruesa y algunas de las mas activas mueren. La sequia

apresura el envejecimiento de las plantas.

. Aire: por medio de la energia de la luz los érganos de la planta fijan el carbono

del CO2. Para la realizacion de los procesos energéticos dentro de la planta,
esta se ve necesitada también en presencia de oxigeno. Las plantas pueden
comenzar a mostrar sintomas de intoxicacion cuando la concentracién del CO2
del aire contenido en el suelo alcance el 1%.

En la regulacién de la accidn de los gases estad establecido que mediante el
aumento excesivo del contenido de CO2 en el aire disminuyen

considerablemente los rendimientos (Miranda, 1997, pp. 5-11).
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Un invernadero hidropdnico se define como una instalacién rural o urbana, que cubre o
protege un area determinada para el establecimiento, desarrollo y producciéon de
cultivos seleccionados. Como condicién principal el techo debe permitir la entrada de
luz solar. El objetivo principal de este tipo de instalaciones es proteger los cultivos de
lluvias fuertes, vientos, plagas, enfermedades. Debe de cubrir las necesidades descritas

anteriormente (Jiménez, 1998, p. 19).

12. Tipos de Invernadero (ver ilustracién en Anexo No. 4)

a) Tipo capilla o dos aguas: con techo en dos vertientes en sentido contrario.

b) Diente de sierra: estructura disefiada de tal forma que la cubierta o techo tienen
el mismo sentido hasta 4 o mds aguas. Son ideales para laderas aunque requiere
mayor cantidad de materiales.

c) Tipo arco: el techo tiene forma de arco que inicia desde el suelo. La temperatura
interior suele ser demasiado alta por lo que requiere sistemas de ventilacidn, sin
embargo, tiene la ventaja de ser mds barato y permite un buen aprovechamiento
de la luz solar.

d) Tipo semiarco: el techo es cilindrico y las paredes son verticales (Jiménez, 1998,

p.25-26).

13. Ubicacidn del Invernadero: en la ubicacion de un invernadero se deben tomar en

cuenta varios aspectos basicos como son:

a) Tipo de suelo: con buen drenaje para evitar encharcamientos.

b) Topografia del terreno: seleccionar lugares con poca pendiente, reduciendo la
exposicién directa a vientos fuertes.

c) Direccién de los vientos: para considerar la construccion de barreras
rompevientos.

d) Disponibilidad de riego: distancia a la fuente de suministro y calidad del agua

para riego (Jiménez, 1998, p. 20).
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e) La orientaciéon del invernadero: se refiere a la disposicién del largo del
invernadero con respecto al movimiento del sol y direccion del viento. Con
respecto al sol, se debe procurar que el largo de los techos quede directamente
expuesto a los rayos del sol, con el fin de captar la mayor cantidad de horas luz.
En cultivos en hileras, por nuestra ubicacion geografica en el trépico, se debe
orientar de este a oeste, para una mayor captacion de luz solar y una mayor

fotosintesis (Marulanda, 1995, p.8).

C. Cromatografia de gases

Existen dos tipos de cromatografia de gases: la cromatografia gas-liquido (CGL) y
la cromatografia gas-sélido (CGS). La primera tiene gran aplicacion en todos los campos
de la ciencia; su denominacidn se suele abreviar cromatografia de gases (CG). La
segunda se basa en una fase estacionaria sélida en que la retenciéon de los analitos
ocurre porque hay adsorcién. Su aplicacién es limitada debido a la retencion
semipermeable de las moléculas activas o polares y a la obtencidn de picos de eluciéon
con colas muy notables. La formacion de las colas es resultado de la naturaleza no
lineal del proceso de adsorcién. Por tanto, esta técnica no ha encontrado una gran
aplicacion excepto para la separacion de ciertas especies gaseosas de bajo peso

molecular (Skoog, 2008, p. 582).

En la cromatografia gas-liquido el analito se divide entre una fase mévil gaseosa y una
fase liquida inmovilizada sobre la superficie de un relleno sélido inerte o en las paredes
de un tubo capilar. El concepto de cromatografia gas-liquido fue enunciado por primera
vez por Martin y Synge, sin embargo tuvo que pasar mas de una década antes de que la
importancia de la cromatografia gas-liquido se demostrara en forma experimental y la
técnica se empezara a utilizar en forma rutinaria como herramienta de laboratorio

(Skoog, 2008, p. 582).
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En cromatografia de gases, la muestra se inyecta en la fase movil, la cual es un gas
inerte (generalmente He). En esta fase, los distintos componentes de la muestra pasan
a través de la fase estacionaria que se encuentra fijada en una columna. Actualmente,
las mas empleadas son las columnas capilares. La columna se encuentra dentro de un
horno con programacion de temperatura. La velocidad de migracion de cada
componente (y en consecuencia su tiempo de retencién en la columna) sera funcidn de
su distribucidn entre la fase moévil y la fase estacionaria. Cada soluto presente en la
muestra tiene una diferente afinidad hacia la fase estacionaria, lo que permite su
separacion: los componentes fuertemente retenidos por esta fase se moverdn
lentamente en la fase mdvil, mientras que los débilmente retenidos lo haran
rapidamente. Un factor clave en este equilibrio es la presién de vapor de los
compuestos (en general, a mayor presiéon de vapor, menor tiempo de retencion en la
columna). Como consecuencia de esta diferencia de movilidad, los diversos
componentes de la muestra se separan en bandas que pueden analizarse tanto
cualitativa como cuantitativamente mediante el empleo de los detectores
seleccionados. Existen tres técnicas basicas de inyecciéon de muestras (liquidas o
gaseosas) en columnas capilares: split, split-less y on column. Las dos primeras
consisten en inyectar y vaporizar la muestra en una cdmara de vaporizacion. El sistema
split desvia la mayor parte de la muestra fuera del sistema cromatografico y envia sélo
una pequefa fraccidon a la columna. El método split-less dirige toda la muestra a la
columna, por lo que resulta mdas adecuado para el analisis de trazas o de componentes
muy volatiles. La inyeccidn on column se lleva a cabo en frio, eliminando la etapa de
vaporizacién que podria producir la descomposicion de los compuestos termolabiles.
En ocasiones, por ejemplo en el caso de muestras de tejidos, se desean analizar los
componentes volatiles contenidos en muestras solidas. En tal caso, es necesario
efectuar una extraccidn previa con un disolvente adecuado e inyectar el extracto en la
columna. La extraccion de espacio en cabeza (HS: “head-space”) es una alternativa mas
rapida a la extraccion en Soxhlet, que ademas evita la pérdida de los componentes mas

volatiles. En este método, la muestra sdlida se coloca en un vial sellado con un septum
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y se calienta durante un tiempo determinado a la temperatura fijada. Durante esta
operacion, la mayor parte de los compuestos volatiles se transfieren al aire del vial,
denominado espacio de cabeza. Se calienta el tiempo suficiente para que se alcance el
equilibrio. Seguidamente, con una jeringa se toma una alicuota del aire del vial y se
inyecta en el cromatégrafo. La aguja de la jeringa debe calentarse a la misma
temperatura que la muestra para evitar condensaciones sobre la misma (Gutiérrez,

2002).

1. Aplicaciones de la Cromatografia de Gases

Para evaluar la importancia de la cromatografia de gases (GC) es necesario
distinguir entre los dos papeles que desempenfia la técnica. Primero, la cromatografia
de gases es una herramienta para efectuar separaciones. En este sentido los
métodos de la GC son inmejorables cuando se aplican a muestras organicas
complejas, a organometdlicos y a sistemas bioquimicos conformados por especies
voldtiles o por especies que pueden someterse a un proceso para producir
sustancias volatiles. El segundo papel que desempeiia la GC es en la terminacion de
un andlisis. En este caso se emplean los tiempos o volimenes de retencién para la
identificacidon de cualitativa y las alturas de los picos o sus areas dan informacién
cuantitativa. Desde el punto de vista cualitativo, la GC es una técnica mucho mas
limitada que la mayoria de los otros métodos espectroscépicos. Por eso una
tendencia importante en este campo ha sido en la direccion de combinar las
notables cualidades para la separacidon que tiene la GC con las propiedades de
identificacion que poseen instrumentos como los espectrometros de masas, de

infrarrojo y de resonancia magnética nuclear (Skoog, 2008, p. 761).

2. Analisis Cuantitativo
La altura del pico o area bajo el pico de un producto de elucién de una columna
cromatrogréfica se utilizan ampliamente en los andlisis cuantitativos o

semicuantitativos. En condiciones muy bien controladas se puede alcanzar una
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exactitud (relativa) de 1% con el método del patrén externo o interno. Como con la
mayoria de las técnicas analiticas, la confiabilidad se relaciona directamente con el
control de las variables; la exactitud también depende en parte de la naturaleza de
la muestra. El estudio general del andlisis cromatografico cuantitativo se aplica tanto

a la cromatografia de gases como a los otros tipos (Skoog, 2008, p. 761).

D. Terpenos
Los vegetales producen terpenoides, también conocidos como terpenos. (Gutiérrez,
2002) Los terpenos son una familia muy diversa de compuestos. Estos se forman al
unirse subunidades de isopreno de cinco carbonos. Las unidades de isopreno forman
tres acetatos mediante una serie de reacciones. Los acetatos inician la reaccidn ligados

a una gran molécula denominada Coenzima A (CoA) (Nabors, 2006, pp. 185-186).

Muchos se aislan de los aceites esenciales de las plantas. Los aceites esenciales son
mezclas, a veces muy complejas, de diversos compuestos, y se usaron durante siglos
como perfumes, saborizantes y medicinas, antes de que la quimica pudiera aislar e
identificar por lo menos a sus componentes mayoritarios (Bruneton, 2001, p. 176;

Kuklinski, 2000, pp. 136-137; Slowing, 1999, p. 89).

En Guatemala no se han realizado estudios en los cuales se haya investigado la variacién
de metabolitos secundarios en Mentha piperita hidropdnica. Sin embargo se han
realizado otras investigaciones dentro de la Universidad de San Carlos de Guatemala en
las cuales la hidroponia, Mentha piperita o su principio activo han sido objeto de estudio:
1. 2007. Castillo, B. Validacién farmacoldgica de la actividad sedante e hipndtica de
las infusiones acuosas de las hojas de Mentha piperita (Menta), hojas de
Ternostroemia tepezapote (trompillo), y bulbo de Allium cepa (cebolla) en ratones
machos albinos; concluyéndose que, las infusiones acuosas de Menta a dosis de

750y 100 mg/kg, no poseen actividad sedante e hipnética.
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2004. Barrera, D. Evaluacidn de cinco variedades de lechuga Lactuca sativa L. con
la técnica hidropdnica solucidn nutritiva recirculante (NFT); donde se demuestran
las ventajas de esta técnica y sus resultados en el cultivo de lechuga, en donde la
variedad Romana obtuvo mayor rentabilidad.

2003. Estrada, R. Caracterizacion de sustratos orgdnicos e inorganicos a nivel de
region en Guatemala y su efecto en el rendimiento de hortalizas en cultivo
hidropdnico. Concluyendo que la principal caracteristica quimica de los sustratos
es que éstos deben ser completamente inertes.

1999. Dieguez, K. Comparacion del contenido de nutrientes de rdbano (Raphanus
sativus) y acelga (Beta vulgaris var. Cicla) cultivados en huertos hidropdnicos
populares y sustrato natural (suelo). Se realizé analisis quimico y cuantificacién por
digestion con analisis ICP (Inductively Couple Plasma); encontrandose diferencias
significativas entre el cultivo hidropdénico y el del suelo, concluyendo que para
rabano los macronutrientes son mayores al cultivarse en sustrato natural y para
acelga éstos son variables.

1993. Campos, L. Evaluacién de la calidad de algunas plantas medicinales
comunmente distribuidas en Guatemala: Illlium venum Hook (anis estrellado),
Rosmarinus officinalis L. (romero), Mentha spp (menta), Eucaliptus spp (eucalipto),
Cinchona spp (quina). Donde se demuestra que mas del 50% de las muestras
vegetales colectadas en centros naturistas no cumplen con los requisitos de
calidad adecuados para su comercializacion.

1972. Castillo, R. Factibilidad para producir mentol y aceite de menta en
Guatemala. El cual constituye una guia para poder establecer una planta de

produccién de mentol extraido de Mentha piperita en Guatemala.
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IV. JUSTIFICACION

Existen varios factores del suelo (sustrato natural) en los cultivos tradicionales que
influyen en el crecimiento de las plantas, tales como: concentracién de oxigeno,
temperatura, agua, pH, disponibilidad de nutrimentos (deficiencia, desbalance y toxicidad)
acumulacién de sales, drenaje, presencia de capas compactadas y actividad
microbioldgica, grado de inclinacién y altitud. Ademds cabe mencionar otros factores
ajenos al suelo, siendo éstos los siguientes: luminosidad, temperatura, humedad relativa,
vientos, plagas y malezas, precipitacién pluvial, etc. Las plantas cultivadas
tradicionalmente estan en mayor riesgo de contaminacién por heces y pesticidas. En la
mayoria de los casos, las plantas se ven afectadas negativamente, no por un factor, sino

por la asociacién e interaccion de varios.

Con la utilizacidn de cultivos hidroponicos todos estos factores pueden ser estrictamente
controlados, llevando asi a la obtencién de plantas con mayor calidad, ya que se
minimizan los riesgos de contaminacion por bacterias y hongos, por lo que se estimo la
eficiencia del método para determinar si la cantidad de metabolitos secundarios
presentes es mayor con cultivos hidropdnicos que en las plantas cultivadas en tierra
abonada (cultivo tradicional), determinando su influencia y variabilidad en la producciéon
de metabolitos de acuerdo a la variacion de concentracién de macronutrientes, como
materia prima de mayor calidad y confiabilidad para la industria farmacéutica, cosmética y

alimenticia.
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V. OBJETIVOS

A. Objetivo general:
Determinar el efecto de la variacidon de las concentraciones de macronutrientes en
cultivos hidropdnicos, respecto de la biosintesis de metabolitos secundarios

obtenidos de la planta Mentha piperita L.

B. Objetivos especificos:

1. Comparar el tamafio de hojas y tallo entre cultivos hidropdnicos y cultivo
tradicional.

2. Obtener los diferentes extractos de Mentha piperita L. por medio del método por
arrastre con vapor de agua.

3. Comparar presencia de metabolitos secundarios de cultivos hidropdnicos con los
obtenidos en condiciones de cultivo tradicional.

4. Determinar los metabolitos presentes en Mentha piperita L. para las diferentes

variaciones de tratamiento asignadas.
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VI. HIPOTESIS

La variacidn de macronutrientes en el cultivo hidropdnico de Mentha piperita L. no

influye en la biosintesis de metabolitos secundarios.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A. Universo:

Hojas de Mentha piperita L. (Menta).

B. Muestra:
Aceite esencial extraido por arrastre de vapor de las hojas de menta obtenidas de los
diversos métodos de cultivo (cultivo tradicional y cultivo hidropdnico), utilizando

variacion en la concentracién de nitrégeno, fésforo y potasio.

C. Recursos:
1) Recursos Humanos:
a) Autora: Claudia Vanessa Castellanos Herrera.
b) Asesor: Lic. Erick Estrada.

c) Revisora: Licda. Julia Amparo Garcia Bolafios.

D. Equipo
Cromatodgrafo de gases marca Thermo, detector FID
=  Columna: HP-5,30m x 0,32 mm x 0,25 um (5% - fenilmetilpolisiloxano)
=  Temperatura del inyector: 200 °C
= Temperatura del detector (FID): 300 °C
= Temperatura del horno: 110 °C constante por 10 minutos (Molina, 2006)
Cromatodgrafo de gases acoplado a espectrémetro de masas
= Metodologia del laboratorio externo.
Bomba para recircular agua utilizada en extraccion por arrastre de vapor.

Monitor de temperatura y humedad TempTale 4 Sensitech.



E. Materiales

Esquejes enraizados de Mentha piperita L. de una misma planta madre.

Sustrato: Cascarilla de arroz/arena (50:50)

Bolsas plasticas de 2 Lbs. para siembra

Envases plasticos cilindricos con capacidad de 1 L
Jeringas pldsticas de 5 mL de agua potable
Tierra abonada

Manguera con aspersor

Hielo

F. Cristaleria:

Beacker (10, 25, 100 y 1000 mL)
Balén aforado (500 mL)
Probeta (10 mL)

Varilla de agitacion

Ampolla de decantacién
Mechero

Pinzas

Manguera

Recipientes de 25 mL con tapdn de rosca

G. Reactivos

Macronutrientes:
= Nitrato de sodio
= Fosfato calcico

=  Sulfato de Potasio

32



Micronutrientes

Sulfato de magnesio
Sulfato de cobre
Sulfato de manganeso
Sulfato de zinc
Molibdato de sodio
Acido bérico

Sulfato ferroso

Fe-EDTA

Eter dietilico
Alcohol etilico al 50%

Hexano

33
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Tabla No. 1
Esquema general de variacién de concentraciones de macronutrientes utilizadas para el
cultivo hidropdnico de Mentha piperita L.

VARIACION DE NITROGENO

| GRUPO Il GRUPO 11l GRUPO
Todos los Macronutrientes Omisidon de Potasio Omision de Fésforo
N P K N P N K
1 744 150 500 744 150 744 500
2 747 150 500 747 150 747 500
SEEIE 3 750 150 500 750 150 750 500
4 753 150 500 753 150 753 500
5 756 150 500 756 150 756 500
VARIACION DE FOSFORO
IV GRUPO V GRUPO VI GRUPO
Todos los Macronutrientes Omision de Potasio Omision de Nitrogeno
N P K N P P K
1 750 144 500 750 144 144 500
2 750 147 500 750 147 147 500
SEBRIE 3 750 150 500 750 150 150 500
4 750 153 500 750 153 153 500
5 750 156 500 750 156 156 500
VARIACION DE POTASIO
Vil GRUPO Vill GRUPO IX GRUPO
Todos los Macronutrientes Omision de Fésforo Omision de Nitrégeno
N P K N K P K
1 750 150 494 750 494 150 494
2 750 150 497 750 497 150 497
SEchE 3 750 150 500 750 500 150 500
4 750 150 503 750 503 150 503
5 750 150 506 750 506 150 506

Concentraciones ideales de nitrégeno, fésforo y potasio en mg/L. Fuente: Haber, 2005.
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Tabla No. 2
Concentraciones de macro y micronutrientes utilizadas para preparar soluciones nutritivas

para el cultivo de Mentha piperita L. hidropdnica propuesta por Furlani

CONCENTRACION IDEAL UTILIZADA
NUTRIENTES
(mg/L)
Nitrato de sodio 750
Fosfato calcico 150
Sulfato de potasio 500
Sulfato de magnesio 400
Sulfato de cobre 0.15
Sulfato de zinc 0.50
Sulfato de manganeso 1.50
Acido bérico 1.50
Molibdato de sodio 0.15
Fe-EDTA 500 mL

Fuente: Haber, 2005.

H. Métodos
1. Siembra y cosecha de Mentha piperita L.

= Se trasplantaron hacia el sustrato cascarilla de arroz/arena los esquejes
enraizados de Mentha piperita L. en cada uno de los sistemas hidropdnicos
(N, P, K) asignandose totalmente al azar, y realizando tres réplicas para
cada una de las concentraciones y en cada uno de los tratamientos.

= En el primer tratamiento (SERIE A) se varid la concentracion de nitrégeno y
se mantuvieron las concentraciones ideales de potasio y fésforo, segun
Tabla No. 1. Por lo que se obtuvieron 5 muestras (tomando en cuenta la

concentracion ideal y sus diferentes variaciones) con las siguientes
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concentraciones: 744, 747, 750, 753 y 756 mg/L, cada una de ellas con tres
réplicas.

= Para el segundo tratamiento (SERIE B) se varié la concentracion de potasio y
se mantuvieron las concentraciones ideales de nitrégeno y fésforo, segun
Tabla No. 1. Por lo que se obtuvieron 5 muestras (tomando en cuenta la
concentracion ideal y sus diferentes variaciones) con las siguientes
concentraciones: 144, 146, 150, 153 y 156 mg/L, cada una de ellas con tres
réplicas.

= Para el tercer tratamiento (SERIE C) se varié la concentracién de fésforo y se
mantuvieron las concentraciones ideales de nitrégeno y potasio, segun
Tabla No. 1. Por lo que se obtuvieron 5 muestras (tomando en cuenta la
concentracion ideal y sus diferentes variaciones) con las siguientes
concentraciones: 494, 497, 500, 503 y 506 mg/L, cada una de ellas con tres
réplicas.

= (Cada planta recibié diariamente la solucién de micronutrientes en la que se
encuentran todos los elementos necesarios (ver tabla No. 2) para el
desarrollo de la misma asi como el macronutriente asignado, manteniendo
todas las plantas bajo las mismas condiciones ambientales a las cuales
estan sometidas y monitoreando temperatura y humedad.

= Al mismo tiempo, se sembré en cultivo tradicional (suelo abonado) la
misma cantidad de réplicas (3) utilizando riego normal de agua potable
segln requerimiento de la planta, la cual se utilizé como planta control.

=  Se cosecho la planta a las doce semanas de haberse trasplantado (tiempo

en el cual alcanza la madurez).

2. Extraccion de aceites esenciales utilizando arrastre por vapor:
= Se armaron 5 equipos de destilacién por arrastre de vapor en linea continua
de flujo de agua. Con ayuda de una bomba se recirculé el agua con la cual

se reinyectaba la entrada al sistema.
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= Se colocaron 20 gramos de hojas de Menta ligeramente cortada en cada
uno, con 300 mL de agua como liquido de arrastre en el balén y nucleos de
ebullicion.

= Se calent6 cuidadosamente y mantuvo el calor sin interrupcién por 3 horas.

= La emulsién obtenida al destilar se traté con 20 mL de éter dietilico.

= Se transfirié a la ampolla de separacién y se lavd el recipiente en que se
recibio el destilado con otra porcidn igual de éter.

= Se agregé el lavado etéreo a la ampolla. Agitando y dejando separar.

= La capa acuosa se separd y desechd.

= Se evaporod la capa etérea a temperatura ambiente, hasta que no se percibe
olor a éter.

= Se almacenaron las muestras bajo refrigeracion. (European pharmacopoeia,

2005)

3. Determinacién de metabolitos en aceite esencial de Mentha piperita L.
Se inyecté 1 pL de aceite esencial extraido de cada una de las plantas, en el
equipo de cromatografia de gases con detector FID. Para esto se utilizaron las
siguientes condiciones del equipo:
= Columna: HP-5, 30m x 0,32 mm x 0,25 um (5% - fenilmetilpolisiloxano)
=  Temperatura del inyector: 200 °C
= Temperatura del detector (FID): 300 °C

= Temperatura del horno: 110 °C constante por 10 minutos. (Molina, 2006)

4. Comparacion de resultados para cromatografia de gases con detector FID (CG-
FID) y cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-MS): Se
realizd un extraccién por medio de arrastre de vapor utilizando Neoclevenger, de la
muestra control (cultivo tradicional) a la cual se identificaron y cuantificaron los
componentes presentes en la misma. A través de los resultados y gréficas

obtenidas se realizé una comparacion de los picos de area y porcentajes de los diez
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principales compuestos obtenidos observados en mayor porcentaje en CG-MS con

los resultados obtenidos por CG-FID.

|. Diseio de la investigacion:
Se realizé un andlisis descriptivo de la investigacién a través de un estudio comparativo.
Por conveniencia se realizaron tres réplicas de cada muestra por tratamiento
hidropdnico asignado para el analisis de tendencia central de la variable tamafo de
hoja y tallo.
Se identificé los metabolitos secundarios en la planta madre de Mentha piperita L., y
comparé la influencia de la variacion de macronutrientes para la determinacién de los

diez compuestos identificados con mayor porcentaje de drea (presencia o ausencia).
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VIIl. RESULTADOS
Por medio de cromatografia de gases con detector de espectrometria de masas, se
determind la presencia de los siguientes metabolitos secundarios en aceite esencial de
Mentha piperita L. obtenido por extraccién por arrastre con vapor para un cultivo
tradicional de la planta madre:
Tabla No. 3
Compuestos presentes en aceite esencial de menta en cultivo tradicional identificados por

medio de cromatdgrafo de gases acoplado a espectrémetro de masas

Tiempo de retencién Compuesto % Area
11.74 A- pineno 0.16
13.72 Sabineno 0.19
13.85 B- pineno 0.32
14.64 Mirceno 1.10
14.87 Octanol 0.20
16.50 D-Limoneno 5.79
16.61 Eucaliptol 1.29
17.03 B-ocimeno 1.18
20.16 A-ocimeno 0.34
23.42 Borneol 0.18
24.83 Dihidrocarveol 1.77
24.92 Dihidrocarvona 1.53
26.65 L-carveol 0.84
26.88 Hexenil isovalerato 0.43
27.31 D-carvona 69.34
31.02 Neodihidrocarveol 0.36
32.53 Carveol 0.60
33.53 B-bourboneno 0.50
34.59 A-gurjuneno 0.27
35.01 Cariofileno 1.87
36.12 Biciclosesquifelandreno 0.33
36.50 Beta farnese 0.78
36.82 Cubebeno 0.62
37.58 Germacreno D 7.45
38.21 Biciclogermacreno 0.66
39.17 Calameneno 0.42
40.72 A-amorfeno 0.32
41.67 1, 4 cadinadieno 0.34
42.49 Biciclo 0.34
43.20 Muuroleno 0.31

TOTAL DE AREA IDENTIFICADA 99.83

Fuente: resultados experimentales obtenidos por laboratorio externo, Universidad Mariano Galvez.



40

Por medio de analisis comparativo entre CG- FID y CG-MS se determiné la
presencia de metabolitos secundarios presentes en cultivos hidropdnicos de acuerdo al
tratamiento asignado para cada una de las plantas, asi como para cultivo tradicional
observando la influencia de los mismos y variaciones, como se muestran en la tabla 1-4

presentadas a continuacion:

Tabla No. 4
Identificacién de compuestos presentes en cultivo tradicional y cultivos hidropénicos de
Mentha piperita L. a través de comparacion de CG-FID contra CG-MS para tratamiento con

variacién en concentracion de nitrégeno

5|2 °
ol 2|3 2| 8|25 8|2]c¢
| N P lemy | 8 2B E[EIE 8|22
. o - -— - (= S ©
° | (mg/y) | (mgy |¥MIMIE1S|FIG|Ss|5|5|8 8
S § S Q| B | o ; o 5 =
i w o0 = 'c -l [a) ] [}
= | = (G)
0| o
Todos los macronutrientes
1 744 150 500 X X X X X X X
2 747 150 500 X X X X
3 750 150 500 X X X X X X X X
ol 4 753 150 500 X X X | x X X | x X
2
@ 5 756 150 500 X | x
O |0
O | x Omision de potasio
Z | E
OlZ2] 6 744 150 - X | X X | X
=% w
g 2 7 747 150 - X X X X X X X X X X
I 8 8 750 150 - X | x| x| x| x| x| x]|x]| x| x
O | <
> |lel| 9 753 150 - X X X | x
Hl <
5|=|10 756 150 - x| x| x| x| x| x
o<
E Omision de fésforo
@ 11 744 - 500 X X X X x | X
12 747 - 500 X X X X X X
13 750 - 500 X X X X X | X
14 753 - 500 X X X X x | X
15 756 - 500 X X X X X X x | X
Control (Cultivo tradicional) x I x I x 1 x! x| x| x| X

Fuente: resultados experimentales (x = presencia del compuesto)



Tabla No. 5
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Identificacidon de compuestos presentes en cultivo tradicional y cultivos hidropdnicos de

Mentha piperita L. a través de comparacion de CG-FID contra CG-MS para tratamiento con

variacion en concentracion de fésforo

5| & °
o| 2| ® 2| s g 5| 8|25
| (me/L) | (mg/L) S|E|8|8|8|2|5|8|2E
S|lalal=|s|"|0]8]8
0|8
Todos los macronutrientes
1 750 144 500 X X X X X X
2 750 147 500 X X X X X
3 750 150 500 X X X X X X
o 4 750 153 500 X X X X X X X X X
°°‘ 5 750 156 500 X X X X X X
(@] W
| Omisién de potasio
z|Q
2 g 6 750 144 - X
Slz|7]| 750 147 - x | x| x
g |e
2:) ::’ 8 750 150 - X X | x X | x| x| x| x| x| x
= 9;‘ 9 750 153 - X | x | x| x| x| x| x|x/|x]|x
S|eo|10| 750 156 - x | x| x| x
Ofw
&« Omision de nitrégeno
wv
11 - 144 500 X X X X X X X
12 - 147 500 X X X
13 - 150 500 X X
14 - 153 500 X X X X X X X X
15 - 156 500 X X X X X X X X
Control (Cultivo tradicional) x | x| x| x| x| x| x| x

Fuente: resultados experimentales (x = presencia del compuesto)



Tabla No. 6
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Identificacidon de compuestos presentes en cultivo tradicional y cultivos hidropdnicos de

Mentha piperita L. a través de comparacion de CG-FID contra CG-MS para tratamiento con

variacion en concentracién de potasio

5| 2 o
ol 2|8|8/z|2|35|2|5|®
No N P lkmegn| 8| S|S|E| S8 AR
" (mg/1) | (mg/L) SIE|8|8|8|2|8|5|2 €
S| W|a|lE|s|- 0|8 &
Q| a8
Todos los macronutrientes
1 750 150 494 X X X X
2 750 150 497 X X
3 750 150 500 X X X | X X X
4 750 150 503 X X X | x X X | x X X
(@]
anl| 5 750 150 506 X X X X X X X X X X
ol . .
O o Omisién de fosforo
2 o
‘g g 6 750 - 494 X | x X | x
2 i,
ne: S 7 750 497 X | x| x| x| x| x| x| x| x| x
IT|g| 8 750 - 500 x | x| x| x| x| x
Q| =
E <>): 9 750 - 503 X | x| x| x| x| x| x| x| x
59|10 750 - 506 X | x | x| x| x| x| x| x| x| x
o | u
é Omision de nitrégeno
11 - 150 494 X X X X
12 - 150 497 X X X
13 - 150 500 X X
14 - 150 503 X X X
15 - 150 506 X X X X X
Control (Cultivo tradicional) X | x| x| x| x| x| x| x

Fuente: resultados experimentales (x = presencia del compuesto)
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Se evalud el crecimiento en hojas y tallo para los grupos en cultivo hidropénico y
cultivo tradicional. Los resultados se muestran en la tabla No. 7 y No. 8, respectivamente,

presentadas a continuacion:

Tabla No. 7
Crecimiento de hojas y tallo para Mentha piperita L. en cultivo hidropdnico con variacién

de nitréogeno comparado con cultivo tradicional

Concentracion de
macronutrientes Tamaiio de hoja (cm) Tamaiio de tallo (cm)
No. (mg/mL)
N P K 1| 2 | 3 [Media|DeVRCN| 4 | 5 | 3 | Media | DeSViaCioN
estandar estandar
Todos los macronutrientes

1 744 150 500 2.9 3.1 3.0 3.0 0.1 44.1 | 44.8 | 46.0 | 45.0 1.0
2 747 150 500 4.7 | 4.1 4.6 4.5 0.3 374|379 | 375 37.6 0.3
g 3 750 150 500 3.8 | 3.9 4.2 4.0 0.2 46.0 | 46.0 | 455 | 458 0.3
tlg 4 753 150 500 2.4 2.5 2.7 2.5 0.2 41.0 | 42.0 | 42.0 | 41.7 0.6
; 5 756 150 500 3.0 | 29 3.1 3.0 0.1 36.6 | 359 | 38.8 | 37.1 1.5

é Omision de potasio
§ 6 744 150 - 3.6 | 3.2 3.6 3.5 0.2 455|459 | 469 | 46.1 0.7
§ 7 747 150 B 3.0 3.0 3.0 3.0 0.0 47.4 | 446 | 47.2 | 46.4 1.6
; 8 750 150 - 3.0 | 3.0 2.9 3.0 0.1 46.5 | 46.8 | 47.3 | 46.9 0.4
g 9 753 150 - 3.0 | 3.0 3.0 3.0 0.0 42.8 | 445 | 44.1 | 438 0.9
10 | 756 150 - 35 | 34 3.6 3.5 0.1 473 | 472 | 47.1 | 47.2 0.1

Omision de fésforo
11 | 744 - 500 35 | 35 3.4 3.5 0.1 48.5 | 48.7 | 49.2 | 4838 0.4
12 747 - 500 4.0 3.8 4.1 4.0 0.2 443 | 453 | 469 | 455 13
13 | 750 - 500 35 | 35 3.6 3.5 0.1 55.1 | 55.2 | 55.0 | 55.1 0.1
14 | 753 - 500 34 | 34 3.6 3.5 0.1 52.6 | 52.9 | 53.1 | 529 0.3
15 | 756 - 500 3.0 | 3.0 2.9 3.0 0.1 48.2 | 48.8 | 49.2 | 48.7 0.5
Control (Cultivo tradicional) 1.0 | 45 2.0 2.5 1.8 36.4 | 34.7 | 35.9 | 35.7 0.9

Fuente: resultados experimentales
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Crecimiento de hojas y tallo para Mentha piperita L. en cultivo hidropdnico con variacién

de fésforo comparado con cultivo tradicional

Concentracion de
macronutrientes Tamaiio de hoja (cm) Tamafio de tallo (cm)
No. (mg/mL)
N P K 1 | 2 | 3 |Media|PSVRCON] 4 | 5 | 3 | Media | DESVCION
estandar estandar
Todos los macronutrientes

1 750 144 500 29 | 29 3.1 3.0 0.1 40.5 | 40.5 | 41.0 | 40.7 0.3
2 750 147 500 4.0 | 4.0 4.1 4.0 0.1 46.1 | 45.2 | 45.0 | 454 0.6
3 750 150 500 39 | 40 4.0 4.0 0.1 40.6 | 40.4 | 40.6 | 405 0.1
g 4 750 153 500 2.7 | 29 3.4 3.0 0.4 51.0 | 51.0 | 50.0 | 50.7 0.6
g 5 750 156 500 3.0 | 33 2.8 3.0 0.3 55.9 | 55.6 | 56.4 | 56.0 0.4

é Omisién de potasio
‘§ 6 750 144 - 3.0 | 3.0 3.0 3.0 0.0 51.0 | 499 | 53.0 | 513 1.6
§ 7 750 147 - 2.5 2.6 2.5 2.5 0.1 46.5 | 46.9 | 49.1 | 475 14
; 8 750 150 - 2.9 2.8 3.2 3.0 0.2 77.0 | 79.0 | 78.6 | 78.2 11
é 9 750 153 - 25 | 26 2.5 2.5 0.1 55.2 | 55.3 | 55.9 | 555 0.4
10 | 750 156 - 39 | 39 4.1 4.0 0.1 46.8 | 46.6 | 46.0 | 46.5 0.4

Omision de nitrégeno

11 - 144 500 33 | 34 3.7 3.5 0.2 56.8 | 56.9 | 57.3 | 57.0 0.3
12 - 147 500 5.1 | 5.0 5.0 5.0 0.1 37.1|36.2 | 36.0 | 364 0.6
13 - 150 500 3.8 | 41 4.1 4.0 0.2 54.5 | 54.6 | 55.3 | 54.8 0.4
14 - 153 500 34 | 36 3.4 3.5 0.1 40.8 | 40.7 | 40.9 | 40.8 0.1
15 - 156 500 35 | 35 3.6 3.5 0.1 56.8 | 57.1 | 57.3 | 57.1 0.3
Control (Cultivo tradicional) 1.0 | 45 2.0 2.5 1.8 36.4 | 34.7 | 35.9 | 35.7 0.9

Fuente: resultados experimentales
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Crecimiento de hojas y tallo para Mentha piperita L. en cultivo hidropdnico con variacién

de potasio comparado con cultivo tradicional

Concentracion de
macronutrientes Tamaiio de hoja (cm) Tamafio de tallo (cm)
No. (mg/mL)
N P K 1| 2 | 3 |Media|PSVRION] 4 | 5 | 3| Media | DESVICION
estandar estandar
Todos los macronutrientes

1 750 150 494 34 | 34| 36 3.5 0.1 39.2|38.7 | 39.1 | 39.0 0.3
2 750 150 497 37 | 36 | 39 3.7 0.2 49.1 | 49.2 | 49.0 | 49.1 0.1
3 750 150 500 35|35 ]| 35 35 0.0 53.1|53.0 | 529 | 53.0 0.1
% 4 750 150 503 27 | 29 | 33 3.0 0.3 47.8 | 483 | 479 | 48.0 0.3
§ 5 750 150 506 29 | 29 | 31 3.0 0.1 50.5|51.2 | 51.3 | 51.0 0.4

E Omisién de fésforo
§ 6 750 - 494 3.8 3.8 3.7 3.8 0.1 443 | 449 | 45.1 | 448 0.4
°§= 7 750 - 497 37 | 38| 338 3.8 0.1 38.238.1| 381 | 38.1 0.1
; 8 750 - 500 35 | 33| 36 3.5 0.2 346 | 34.8 | 351 | 34.8 0.3
o 9 750 - 503 3.7 3.8 3 3.5 0.4 42.2 | 42.1 | 420 | 42.1 0.1
10 | 750 - 506 39 | 39 | 42 4.0 0.2 349|351 351 | 35.0 0.1

Omisidon de nitrégeno

11 - 150 494 33 | 35| 36 35 0.2 29.8129.9 | 29.8 | 29.8 0.1
12 - 150 497 29 | 33 | 29 3.0 0.2 29.9 | 29.8 | 30.0 | 29.9 0.1
13 - 150 500 40 | 3.8 | 43 4.0 0.3 421|423 | 420 | 421 0.2
14 - 150 503 36 | 41 | 42 4.0 0.3 39.1(39.2 | 391 | 39.1 0.1
15 - 150 506 35|36 | 34 35 0.1 454 | 454 | 453 | 454 0.1
Control (Cultivo tradicional) 1.0 | 45 2.0 2.5 1.8 36.4 | 34.7 | 35.9 | 35.7 0.9

Fuente: resultados experimentales
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Para la determinacion del efecto e influencia de la concentracién de
macronutrientes de cultivos hidropdnicos en la biosintesis de metabolitos en Mentha
piperita L. por cromatografia de gases utilizando cultivos hidropdnicos con variaciéon en
la concentracidon de macronutrientes, se inicid con la eleccion e identificacion botanica
de la planta madre de menta por el Departamento de Botdnica de la Escuela de
Biologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos
de Guatemala, a partir de la cual se obtuvieron todos los esquejes que serian utilizados
para la siembra y a la cual se asignarian cada uno de los tratamientos de omision y/o
variacion de algin macronutriente: nitrégeno, fésforo o potasio.
Como sustrato para la siembra de los esquejes se escogidé una mezcla en partes iguales
de arena con cascarilla de arroz debido a que éste es un producto de desecho industrial
de bajo costo y facilmente accesible, que debido a sus propiedades brinda un buen
drenaje del agua lo cual permite expansion de las raices. La desinfeccidn de la cascarilla
de arroz se realizd con una mezcla de los métodos de solarizacién y el método quimico,
utilizando alcohol etilico al 50% aplicado por microriego a dicho sustrato que se
extendio y dejo evaporar por aproximadamente un dia y medio en exposicién directa al
sol y medio ambiente. Dado que el porcentaje de retencién de agua para cascarilla de
arroz no es lo suficientemente alta, se decidid colocar arena, previamente desinfectada
por solarizacién, lo que permite, no solo mayor retencién de liquido, factor importante
para la contencidén de las soluciones nutritivas agregadas, sino mayor aireacion de las
raices (Soto, 2002, pp. 26-27), complementdndose entre si para brindar las
caracteristicas ideales de un buen sustrato para cultivos hidropdnicos, siendo éstas:
retencién de humedad, aireacién, estabilidad fisica, quimica y bioldgicamente inerte,
buen drenaje, liviano, de bajo costo y libre de residuos. Durante el crecimiento de las
plantas no se observé crecimiento de hongos o moho debido a la concentracidn
constante de potasio el cual posee efecto fungicida.
Para el montaje de la huerta hidropdnica casera, se ubicé en un darea que

principalmente cubriera los factores de mayor significacion de desarrollo de las plantas,
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siendo estos: temperatura, luz, aire y agua. Durante todo el proceso de crecimiento de
las plantas se registraron las condiciones de temperatura y humedad utilizando un
monitor de ambiente electronico (marca Temptale) programado para tomar lecturas
cada dos horas. Se colocaron las plantas a una distancia de aproximadamente 30
centimetros del suelo, evitando encharcamientos al realizar el riego con agua potable y
a una distancia de 2.5 metros del techo permitiendo la entrada de luz solar. Se realizé
la siembra en época de verano en que la luminosidad aumenta y permite a los cultivos
de menta producir plantas ricas en metabolitos. La temperatura oscilé entre 17.2 y 35.7
°C, con una media de 21.9 °C durante el periodo de crecimiento de los cultivos
hidropdnicos y humedad entre 30.1 a 98.9 % con una media de 78.2 % (ver grafica en
anexo No. 5). Se sabe que las altas temperaturas pueden disminuir el rendimiento de
aceite esencial, por lo que dicho factor puede estar relacionado con la baja
identificacion de mentol en los cultivos hidropdnicos, entre otros factores mencionados
posteriormente.

La adicién de las soluciones nutritivas se llevd a cabo en un sistema abierto con la
modalidad de sustrato sélido, utilizando bolsas plasticas para siembra con capacidad de
2 libras. Diariamente se adicionaron cada una de las concentraciones mencionadas
segln tratamiento asignado (Tabla No. 2). Estas soluciones nutritivas fueron
seleccionadas en base a los requerimientos éptimos para el crecimiento de Mentha
piperita L. (Haber, 2005) y variaron 3 y 6 mg/L en cada una de las concentraciones para
evaluar el efecto de dicha modificacién. La adicién de las soluciones en un sustrato de
alta retencién permite a la raiz obtener directamente todos los requerimientos
nutritivos necesarios de minerales, micro y macronutrientes, contrario a un cultivo
tradicional del cual se desconoce la cantidad de nutrientes presentes en la tierra
abonada en la cual las raices deben buscarlos utilizando energia para la sintesis de
metabolitos.

Se pudo determinar que las hojas de plantas de menta que recibieron soluciones

nutritivas poseen mayor tamano de hoja que los cultivos tradicionales, debido a que la
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planta recibe todos los micro y macronutrientes necesarios para su crecimiento,
contrario al cultivo en tierra donde se desconocen las concentraciones de las mismas.
De los tratamientos asignados, el que reporta mayor tamafio de hoja, en promedio, es
el grupo al cual se varid la concentracién de fésforo con omisién de nitrégeno (ver tabla
No. 8, experimento 12). Asi mismo, en el grupo que mayor altura de la planta generé se
variaron las concentraciones de fésforo con omisidn de potasio (Ver tabla No. 8,
experimento No. 8). Dentro de las funciones del fésforo en los cultivos se encuentra la
formacién y crecimiento de raices, acelerar la maduracién (ver anexo No. 7) y debido a
que dicho nutriente estd presente en los cultivos con mayor indice de crecimiento, se
atribuye que es el responsable del aumento en tamafio de las plantas.

La cosecha de todos los cultivos de menta se realizé a los tres meses de siembra. Se
realizaron los extractos de aceite esencial de las hojas oreadas utilizando el método de
arrastre por vapor, tomando como base el estudio realizado en 2006 por Milic S. Et. Al,
donde se compard entre diferentes métodos extractivos para aceite esencial de menta
concluyendo que se obtiene mayor porcentaje de los metabolitos secundarios
principales utilizando destilacidon por arrastre de vapor que los sometidos a extraccion
por Soxhlet y a extraccidon por fluidos supercriticos. Se colocé cinco sistemas para
extraccién por arrastre de vapor conectados por un flujo continuo de agua
(recirculacién), impulsada por una bomba contenida en un recipiente con hielo,
evitando asi el desperdicio de dicho liquido que es una de las desventajas de utilizar ese
método extractivo (Ver anexo No. 6).

Los extractos se pudieron observar de color amarillento a blanquecino y olor
caracteristico del aceite de menta. Posterior a realizados se mantuvo bajo refrigeracion
para evitar la facil volatilizacion de los metabolitos secundarios, de acuerdo a la
monografia de la Farmacopea Europea.

Para realizar la deteccidn y analisis de aceite esencial de mentol en los extractos de
cultivos hidropdnicos se utilizé un cromatégrafo de gases con detector de ionizacién de
llama (CG-FID) y para realizar la comparacién se utilizd cromatégrafo de gases con

espectrometria de masas (CG-MS) del extracto obtenido por hidrodestilacion de la
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planta madre de Mentha piperita L., de la cual se obtuvo porcentaje de rendimiento de
1.03 % (rendimiento tedrico 0.5 — 3.0 %). A partir de la misma se compararon los
metabolitos obtenidos por cromatografia de gases-FID tomando en como base el
estudio realizado por Dimandja, J. et, al (2000), para dos variedades de menta bajo el
principio de que los compuestos eluyen en orden, a cierta temperatura y de acuerdo a
sus propiedades y estructuras quimicas (ver anexo 8). En dicha comparacién se
determind la presencia de compuestos importantes y de amplio uso en la industria
farmacéutica, siendo los mas representativos y con mayor porcentaje de area: mirceno,
limoneno, eucaliptol, B-ocimeno, dihidrocarveol, dihidrocarvona, L- carneol, D-carvona,

cariofileno y germacreno, segun su orden de elucion (ver anexos No. 8 y 9).

En las tablas No. 4 a No. 6 se observa que en los diversos tratamientos hidropdnicos
asignados no se obtienen resultados distintos para la biosintesis de dihidrocarveol,
dihidrocarvona, L- carneol, D-carvona, cariofileno y germacreno ya que en su mayoria
se encuentran presentes a pesar de las variaciones y omisiones de macronutrientes
presentadas, contrario a mirceno, limoneno, eucaliptol y B-ocimeno, los cuales se
determinaron en los cultivos al agregar solucion nutritiva con variacién de nitrégeno y
omisién de potasio (747 y 750 mg/L; tabla No. 4, tratamiento 7 y 8), variacidon de
fosforo y omisidn de potasio (150 y 153 mg/L; tabla No. 5, tratamiento 8 y 9).

Para los tratamientos del 1 al 5 de la tabla No. 6, a los cuales se realizé variaciéon en la
cantidad de potasio y administrando todos los macronutrientes con concentracion
ideal de nitrégeno y fésforo, se observa mayor presencia de metabolitos a medida que
se genera un incremento de potasio, lo que sugiere en base a lo anteriormente
mencionado la influencia de nitrégeno y potasio en concentraciones ideales o cercanas
a ella y el aumento de potasio para la deteccién y biosintesis de todos los metabolitos
secundarios presentes en aceite esencial de menta.

En la siembra de cultivos hidropdnicos de Mentha piperita L. no se recomienda la
omisién o variaciéon de nitrdgeno ya que, como se menciona anteriormente, influye

directamente en la biosintesis de metabolitos secundarios, como se observa en los
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tratamientos del 11 al 15 de la tabla No. 6, ya que influye directamente en la ausencia
de mirceno, limoneno, eucaliptol, B-ocimeno, dihidrocarveol, dihidrocarvona y carvona.
Tanto para cultivos hidropdnicos como para cultivo tradicional en suelo, no se registré
presencia de mentol y mentona (compuestos principales en extractos de aceite
esencial de menta), asi como se encuentra descrito para otros estudios del género
Menta (Raluca, A, 2011; Waigber, G, 1983), lo cual puede deberse a que dicha molécula
es un alcohol de bajo peso molecular lo que facilita la evaporacion de la misma por la
temperatura empleada durante la extraccién lo que puede ocasionar modificacion en
su estructura dificultando la deteccién por medio de CG-FID y CG-MS.

Estudios para otras especies del género Menta, hacen referencia al factor de
disponibilidad de nutrientes en solucion pueden inducir actividad enzimatica de
constituyentes del aceite y su calidad y se ha determinado que existe una relacion
directa entre sustancias fotosintetizadoras en la biosintesis de terpenos.

En la planta control cultivada tradicionalmente no se identificd la presencia de mirceno
y limoneno, por lo que para su extracciéon y aislamiento, los cultivos hidropdnicos
constituyen la opcién ideal para la sintesis natural de dichas materias primas. El
mirceno es utilizado como intermediario en la manufactura de perfumes y limoneno se
utiliza como solvente, en manufactura de resinas, agente humectante y dispersante
(Usos de metabolitos secundarios: Anexo No. 8). A través del analisis de los resultados
presentados en las tablas No. 4 a la tabla No. 6 se puede determinar que las variaciones
en concentracién de macronutrientes y diferentes tratamientos asignados a los cultivos
hidropdnicos no generan cambios en la biosintesis de cariofileno y germacreno,
sesquiterpenos de cadena cerrada mas frecuentemente obtenidos, que se encuentran
presentes en su mayoria independientemente de concentracién y presencia del mismo.
Asi mismo, cabe mencionar que los compuestos dihidrocarveol, dihidrocarvona, L-

carveol y D-carvona, cuya sintesis puede observarse en la siguiente reaccion:
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i OH 0
Agente oxsdanie
e - -
Canalizadior

Limameno Epdxido de Carveol Carvona
limasncno
Dicha sintesis se lleva a cabo a partir de la molécula de limoneno lo que sugiere que al
no presentarse limoneno en ciertos tratamientos asignados a los cultivos hidropdnicos,
este ha sufrido una biotrasformacién a través de un catalizador y agente oxidante en
dichos monoterpenos cuya utilizaciéon a nivel industrial no difiere de los reportados
para limoneno como materia prima. Como puede observarse en el anexo No. 8 las
estructuras de Mirceno, Limoneno, Eucaliptol y B-ocimeno, son similares por lo que son
metabolizados y fotosintetizados a través de la misma ruta metabdlica (ver anexo No.
10) lo que esta directamente relacionado con su presencia o ausencia en las

identificaciones realizadas.
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X. CONCLUSIONES

Cascarilla de arroz y arena de rio en una proporcién de 50:50, constituyeron un
buen sustrato para el crecimiento de menta en cultivo hidropdnico.

Los cultivos hidropdnicos generaron mayor tamafo de planta y de hoja en
comparacion con cultivos tradicionales: variaciones en la concentracién de fésforo
con omision de nitrégeno generaron mayor tamafio de hoja, variaciones en las
concentraciones de fésforo con omisidon de potasio generaron mayor altura de la
planta.

Los compuestos presentes en mayor porcentaje de area en aceite esencial de
menta son: mirceno, limoneno, eucaliptol, B-ocimeno, dihidrocarveol,
dihidrocarvona, L- carneol, D-carvona, cariofileno y germacreno.

Los cultivos hidropdnicos de Mentha piperita L. permiten la biosintesis de todos los
metabolitos secundarios al realizar variaciones en la concentracién de
macronutrientes.

Los cultivos hidropdnicos y la realizacion de variaciones de macronutrientes
permiten la sintesis de mirceno y limoneno, las cuales no se encuentran presentes
en cultivo tradicional.

Los sesquiterpenos cariofileno y germacreno se encuentran presentes en la
mayoria de tratamientos independientemente de concentracién y presencia de
cualquier macronutriente.

Mirceno, limoneno, eucaliptol y B-ocimeno, son identificados al realizar las
siguientes variaciones a la solucidn nutritiva: variaciéon de nitrégeno (747 y 750
mg/L), variacion de fosforo (150 y 153 mg/L) con omisién de potasio.

La omisidon de potasio con utilizacién de concentraciones ideales o cercanas a ésta
de nitrégeno y fésforo no generaron cambio en la presencia de los metabolitos, asi
como variaciones en la cantidad de potasio y utilizacién de concentracion ideal de
nitrogeno y potasio, generaron mayor presencia de metabolitos a medida que se

genera un incremento de potasio u omision de fésforo, asi como la omision o
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variacion de nitrégeno generaron cultivos con poca sintesis de metabolitos

secundarios en menta hidropdnica.
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XI. RECOMENDACIONES

Se recomienda no omitir nitrégeno ni la variacion de este elemento en cultivos
hidropdnicos debido a que se generd una disminucién de metabolitos secundarios
en la biosintesis.

Emplear cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas para
cuantificar metabolitos en todos los tratamientos realizados a las plantas.

Emplear métodos alternos para extraccion de aceites esenciales tales como
extraccién por microondas.

Realizar andlisis cuantitativo de macro y micronutrientes en la tierra utilizada para
los cultivos tradicionales.

Realizar la siembra de Mentha piperita L. en otra temporada del afio, para evaluar
el efecto de variacién de temperatura y humedad en la producciéon de metabolitos
secundarios.

Utilizar otras plantas de uso farmacéutico para evaluar la cuantificacién de
compuestos desarrollados a través de cultivos hidropdnicos.

Identificar y cuantificar macronutrientes presentes en tierra abonada para cultivos

tradicionales.
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9. ANEXOS

Anexo No. 1

Planta de Mentha piperita L.

\ Suwmmmer

PLATE VII.—Mentha piperita. The source of Oleum Menthae Piperitae
(peppermint oll). (From Jackson: Experimental Pharmacology and
Materia Medica.)
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Anexo No. 2
Molécula de Mentol y Mentona

(Principales componentes del aceite esencial de Mentha piperita L.)

OH ¢}

mentol mentona

Anexo No. 3
Ejemplificaciéon de la obtencién de esquejes
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Anexo No. 4
Tipos de Invernadero
A A A EA A
T[T
UNITUNEL MULTITUNEL UNITUNEL MULTITUNEL MULTITUNEL MULTITUNEL UNITUNEL MULTITUNEL MODULARTIPO
(tinel (tdnel multiple) VENTILA VENTILAS DIENTE DE VENTILA(S) CAPILLA CAPILLA PARRAL
unitario CENITALFUA CENITAL FUUA SIERRAVENTILAS | CENITAL MOVIL
FUA
Anexo No. 5

Gréfica de las mediciones de temperatura y humedad durante cultivo hidropdnico de

Mentha piperita L.

Notas del creador: Control de Temperatura y humeda

Cultivo Menta

TempTale4 Recorrido: 3742990008 Serial: 3742990008 - 3188

36,0 99,0
31,4 90,7
26,8 824
22,2 741
o K
e, 176 658 F
£ 3
o
- -
£ 15 575 o
B ¢
= )
E 84 492
-
3,8 40,9
-0,8 I 32,6
5,4 24,3

16,0

-10,0
18-05~2‘011 18:52:13 31-05-2011 4:52:13 12-06-2011 14:52:13 25-06-2011 0:52:13 07-07-2011 10:52:13 19-07-2011 20:52:13 01-08-2011 6:52:13

Fecha/hora
4% Principal: Ambiente @ Secundano: Humedad

Grabadd

Primer punto:

Hora de detenciin:
Humero de punfos:
Extensidn del recomda:
Princod - Ambienie

Extrema baja:
Extrema aka:

Desviacn estanda media speoximada:
Teperabas cnética meda:

TempTale4 Recorrido: 3742990008 Serial: 3742990008 - 3188

18052011 18:52:13 T Conficuraciin cel moitor

01-03-2011 Bi42:52 Primer:punko: Retardy de ik s,

895 Ukimo punta:

74 dias 15 bes. SO min. Kimero dz purios [nkervao: 2hrs.

Secundario - Humedad

17,2°C @ 28-06-2011 4:52:13 Extrema baja: 2,1 % 03-06-2011 8:52:13
35,7°C @ 08-06-2011 8:52:13 Extrema ska: 93,0 % @ 14-07-2011 14:52:13
21,9°C£23°C Desviacdn esténdar media sprasimada: TEIHE128%

22,4°C
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Anexo No. 6
Equipo de destilacion por arrastre con vapor




Anexo No. 7

62

Principales funciones y deficiencias de macronutrientes en las plantas

Macronutriente Funcién Deficiencia
Dar color verde intenso a Amarillamiento inicial de las
las plantas. hojas mas viejas
Nitrégeno Rapido crecimiento Poco desarrollo
Aumenta contenido de
proteinas
Formacién y crecimiento Aparicion de hojas y tallo de
de raices color purpura
, Acelera la maduracion y Aspecto raquitico de la
Fosforo . .,
estimula la coloracién de planta
los frutos Bajo rendimiento de frutos y
Formacién de semillas semillas
Resistencia contra Quema de hojas en los
enfermedades bordes y puntas
Ayuda en produccién de Pobre desarrollo de las
Potasio proteina raices

Mejor calidad de los
frutos

Mejor balance de agua
en la planta

(Jiménez, 1998)




Anexo No. 8

L. por medio de cromatografia de gases con detector de masas

Punto de
Compuesto Estructura ebullicién (°C) Usos
Usado como intermediario
B-Mirceno 44 en la manufactura de
' perfumes quimicos.
Solvente, manufactura de
Limoneno 175.5-176.5 resinas, agente humectante
N y dispersante.
Eucaliptol %\j 176-177 Saborlzantle c!e uso
farmacéutico
= 7
B-Ocimeno 100 Usado en perfumeria.
|
Dihidrocarveol OH Saborizante y uso en
224-225 fragancias.
. . O .
Dihidrocarvona (/Eﬁ 990-227 Como sabor|z§nte yen
fragancias
- Como aditivo de sabor en Ia
Carveol 996-227 industria dg allm.entos. .
; Como fragancia en industria
% de cosméticos.
Como saborizante de
Carvona 230-231 licores. En perfumeriay
jabones.
B-Cariofileno gﬁg{ 262-264 En perfumeria
Propiedades
Germacreno D Y@?P 236.4 antimicrobianas e

insecticidas.

(Merck, 2006)
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Propiedades y estructuras de los principales compuestos encontrados en Mentha piperita
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Anexo No. 9

Cromatograma de aceite esencial de menta en cultivo tradicional analizado con

cromatégrafo de gases acoplado a espectrometro de masas

File
Operator
Acqguired
Instrument

Sample Name:

Misc Info

Vial Number:

(D \MSDChem\ L\DATA\Vanesga Castellancs\mentolmsdoo2.D

WQ umg

25 Feh 2013 16:33 using AcgMethod ACEITESLOHE.M
GC6890-MSDES73 Inert

Aceite esencial, Extracto de Menta (dil en et

0130130225010201, Vial 6614

1

Abundance
28000004!

2600000
2400000
2200000
2000000
1800000
1600000
1400000
1200000
1000000

800000
{
600000

400000

200000

Time--> 5.60

1388 g7
11@&5%‘
P

i ) | ¥ I o T v N AR
10,00 15.00 20.00 25.00 30.00 36.00 40.00 45.00 50.00

TIC: mentolmsd002.D
27131 3758

24.83
2492

1661 {
14.64 17 .03

. 36,82
8.21

%9140$4

.
r*Ji' ’q‘uv/‘*‘fwf‘uﬁ‘ %»«wmmﬂ*bx‘”*@iwm

|

L0

32,53
33.53 JG
| E4@5@

| 1 | \‘E@D Q g f ’ﬂ
| \f’WWMU”L*u‘EWtW it \}\'A‘f f‘ A 'RMJ[MM&MJN ‘u

i
I 2018 26,
Lo l 23.42 31.02

o L

==




5

Hy H,
N - A&

L
™y Coee H
H,e” CH

(=)= -Terpineal

A
HCT TeH,
Neryl pyrophosphate

Anexo No. 10
Biosintesis de monoterpenos

H,
r;ﬁ .«.sﬂ‘
—_—
CH, H,C”J\CH,

HC* eH,
~ {=)Limonene {—)-Carvone {—)-Dihydrocarvane
» H
4;’ i
Hy f.’rH,c/L'“CH 5
{+)-Menthofuran,” (4 )-Meomenthol
CH, CH, ) CH, H,

_ I L
H',C/l\\CH, HC™ TTCH,  HET TeH, H,CACH, HCT CH,
Terpinolene Piperitenone (+)-Pulegone {—)-Menthone {—}Menthaol
H

¥ Hy

S8, - &
Ao

H,C CH,
{ - )-Piperitone {+Flsomenthone {+ }lsementhol

Anexo No. 11
Biosintesis de sesquiterpenos

e valonate

J

% - .
Mgmp

H

farnesyl diphosphate

f-farne 3¢ ne

\

\

s
. EH Y oy

bisabolens derived
sezquite rpenoids

N

genmaciehe derived

\

hu.mulene derived
seaquite rpenoids

sesquite rpenoids

[1ongifolene |

Menthyl
eslers
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Anexo No. 12
Cromatogramas para aceite esencial de cultivos hidropdnicos de menta por cromatografia
de gases con detector FID

Variacion de nitrégeno

Todos los macronutrientes
N 744 mg/L; P 150 mg/L; K 500 mg/L

Method: mentol.met Data: N744P150K500.dat (Read-only) Project: Default - [TRACE GC-Channel 1]

Sequence Analysis Control Reports Window Help -8 X
FGc-Channel = | 3 M W |58 (| s | @B (D B | MW C) > RO & 2
Time: 0.796491 Minutes - Amplitude: 209.302 Milvolts
1400 1400
1200 1200
1000 1000
200 300
El £
H z
2 g
600 600
H
400 400
200 200
0 o
035 0.40 0.45 0.50 0.55 0.60 065 0.70 0.75 080 085 0.90 095 1.00 1.05 110 115
I Mnutes
P AN v LS ¥ W2 A NN P, . S L R N W 2 1
MIN

N 747 mg/L; P 150 mg/L; K 500 mg/L
tethod: mentol.met  Data: N747P150K500.dat  Project: Default - [TRACE GC-Channel 1]
Sequence  Analysis  Control Reports  Window  Help -8 X

foc-channel » | 3 B W | b0 (| £ £ | @ | Z 0 | @) D) D B RO | aw 2

Time: 0.491585 Minutes - Amplitude: 65.468 Millivolts

sopp | Mame 5000
Retention Time
[Group]
app | NNme 4500
Area
Group #
4000 4000
3500 3500
3000 3000
£ ]
H 2
|2 3
2500 2500
2000 2000
1500 1500
1000 1000
500 5 500
I b
0 0
0.40 0.45 0.50 055 0.60 0.5 070 075 080 035 0.90
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N 750 mg/L; P 150 mg/L; K 500 mg/L

M Trace GCUlira USACFD Methed: mentol.met  Date NI'WIP150K5000ss. Gl Praject: Defastt - [TRACE GC-Channel 1]
T R Yen Meited e Gedarer Aabes Griol gty rdew e -8
DRl fai =a s 6N MR ER BEODOPRDO N2

M Trace GC Ulra USACFQ.  Methed: mestolmet  Data: NI53P1 500500 dat  Project: Default - [TRACE GC Channel 1)
Se [ Yew Natod Dots eouens Aress Coobdl  Beports Windw  tep = B ]

DeP-B-5-imaacord: ARl sE 6408 KE BRODPREO N2 !
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N 756 mg/L; P 150 mg/L; K 500 mg/L

Trace GC Ultra USAC/FQ  Method: mentol.met  Data: N756P150K500. dat

i Fle Edt View Method Data Sequence Analysis Control Reports Window Help i
{0 - B - B - 1: TRACE GC-Channel v |

1.00

Omisién de potasio

N 744 mg/L; P 150 mg/L

Trace GC Ultra USAC/FQ  Method: mentol.met  Data: P150N744.dat  Project: Default - [TRACE GC-Channel 1]
Edt Yiew Method Data Sequence Analysis Control Reports Window Help

{ - [3 - B - 1: TRACE GC-Channel v 3 B EC) > BAO w2}
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N 747 mg/L; P 150 mg/L

= Trace GC Ultra USAC/FQ Method: mentol.met  Data: P150N747.dat  Project: Default - [TRACE GC-Channel 1]
il Edit  View Method Data Sequence Analysis Control Reports Window Help

0~ ~ B - & - 1: TRACE GC-Channel v 2 b [ £ £ | 6

5| @ED ) BEO %2 iy

'Hd\ JL_ B

Pro; Default - [TRACE GC-Channel 1]

Yiew Method Data Sequence Analysis Control Reports Window Help

5 + | 1: TRACE GC-Channel = B i (| £ | & FEC > BEAO &2

Minutes
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N 753 mg/L; P 150 mg/L

= Trace GC Ultra USAC/FQ  Method: mentol.met  Da 150N753.dat  Project: Default - [TRACE
-8 X

Edit View Method Data Sequence Analysis Control Reports Window Help

B £ 56 B

+ TRACE GC-Channel

r

\{Iu\"‘
Trace GC Ultra USAC/FQ Method: mentol.met
Sequence  Analysis Control Reports ‘Window Help

_JJJ\J

| |
il

105

Dai 150N756. dat Default - [TRACE GC-Channel 1]

Edit ‘View Method Data
~ | 1: TRACE GC-Channel » |

085 095




Omision de fésforo

N 744 mg/L; K 500 mg/

File Edit View Method Data Sequence Analysis

) -2+ B - B - 1: RACE GC-Channel v
=

Method: mentol.met

i Fle Edt Yiew Method Data Sequence  Analysis

¥ | 1: TRACE GC-Channel »

L

Data: N744K500. dat

Proji

Control  Reports  Window  Help

b2 (| £ £8 | B

Data: N747K500. dat

Control  Reports  Window

Project: Default - [TRACE GC-Channel 1]
Help

i [ §E HE |0 > BEO
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N 750 mg/L; K 500 mg/L

Method: mentol.met  Data: N750K500.dat  Project: Default - [TRACE GC-Channel 1]

Sequence  Analysis Control Reports  Window Help -
GC-Channel = | ¢ Bin I |53 () o S8 | B B | B | B E) O] D B (RO ax 2
Time: 0.601027 Mnutes - Amplitude: 50.059 Milivolts
300 300
275 275
250 250
225 225
200 200
£ £
2 H
= b=
175 175
150 150
125 3 125
100 100
re
% = %
L4l
035 0.40 0.45 050 055 060 065 070 075 080 0385 0.0 095 1.00
Minutes

= Trace GC Ultra USAC/FQ  Method: mentol.met  Data: N753K500.dat  Project: Default - [TRACE GC-Channel 1]
i Fle Edt Yiew Method Data Sequence Analysis Control Reports Window Help -8 X

O3B 2 - mraceccchamel - | X B B[22 £ £ BB EE EE0 ) BRO &2

J
\|

|

]
A |‘,,‘| '\\."
R
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N 756 mg/L; K 500 mg/L

= Trace GC Ultra USAC/FQ  Method: mentol.met  Data: N756K500.dat  Project: Default - [TRACE GC-Channel 1]
Edit View Method Data Sequence Analysis Control Reports Window Help -8 X

AR =]

P TR O LA AL N A A 0 R B P e s A e T T A B TR ke
For Help, press F1 MIN

Variacion de fasforo

Todos los macronutrientes

N 750 mg/L; P 144 mg/L; K 500 mg/L

entol.met  Data: N750P144K500.dat  Project: Default - [TRACE GC-Channel 1]
Sequence  Analysis Control Reports ‘Window Help

Ge-channel -+ | 3 M W | 5 ()| £ S8 | @ B (B |G E) O] D B F3 €

Time: 0.5354 Minutes - Amplitude: 50.338 Mllivolts
[C N — 1600
1400 1400
1200 1200
1000 1000
2 ] 2
2 £
: 0 =
60D
400
200 )
035 0.40 0.46 0.50 055 0.60 065 070 075 080 085 0.90
Minutes
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N 750 mg/L; P 147 mg/L; K 500 mg/L

Trace GC Ultra USAC/FQ  Method: mentol. N750P147K500.dat  Project: Default - [TRACE GC-Channel 1]
: Fle Edt Wiew Method Data Sequence Analysis Control Reports Window Help -8 X
DB B8 - raceccchamel v | 6 B B |52 (5 £ 55 B MBC>BEO w2

0.400 0.425 0.450 0.475 0.500 052" 0.550 0575 0.600 0675 0.700 0725 0.750 0.775 0.800

EAN TR B O LY A AN A A o R B e b e s Y T TR A B TR sk b B
For Help, press F1 MIN

= Trace GC Ultra USAC/FQ Method: mentol.met  Data: N750P150K500.dat  Project: Default - [TRACE GC-Channel 1]
: Fle Edt View Method Data Sequence Analysis Control Reports Window Help =82

0~ 2~ B - & | 1: TRACE GC-Channel v R @ s S| B 2 M@0 b 5

0.400 0.425 0.450 0.475 0.500 0.550 0575 0.600 0.625




N 750 mg/L; P 153 mg/L; K 500 mg/L

75

= Trace GC Ultra USAC/FQ Method: mentol.met  Data: N750P153K500.dat  Project: Default - [TRACE GC-Channel 1]

i Fle Edt WView Method Data Sequence Analysis Control Reports Window  Help

iN-B-B-8 TRACE GC-Channel v 2 B e (@ £ 6B
T i

¥

'“’n

4|'|1\\JM’IAJ U

Data: N750P156K500.dat  Project: Default - [TRACE GC-Channel 1]

i Fle Edt View Method Data Sequence Analysis Control Reports Window Help

)+ | 1: TRACE GC-Channel v p B oo (B £ SE B MEC ) BEO &
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Omisién de potasio

N 750 mg/L; P 144 mg/L

= Trace GC Ultra USAC/FQ Method: mentol.met  Data: N750P144.dat  Project: Default - [TRACE GC-Channel 1]
i Fle Edt Wiew Method Data Sequence Analysis Control Reports Window Help & i

1: TRACE GC-Channel » ) ] \fs, ‘f& @ E » @ | L—] D @ m M

Mnutes

Fle Edt Yiew Method Data Sequence Analysis Control Reports Window  Help

£ 58| B = E| 0] b 5 @m0
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N 750 mg/L; P 150 mg/L

= Trace GC Ultra USAC/FQ Method: mentol.met  Data: P150N750.dat  Project: Default - [TRACE GC-Channel 1]

i Fle Edt View Method Data Sequence Analysis Control Reports Window  Help

R = R TRACE GC-Channel v IR =] HED) P BAO N2 %

= Trace GC Ultra USAC/FQ Method: mentol.met  Data: N750P153.dat  Project: Default - [TRACE GC-Channel 1]

i Flle Edt Yiew Method Dsta Sequence Analysis Control Reports Window Help

| | £z £6 |6 BB
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N 750 mg/L; P 156 mg/L

= Trace GC Ultra USAC/FQ Method: mentol.met  Data: N750P156.dat  Project: Default - [TRACE GC-Channel 1]

i Fle Edt View Method Data Sequence Analysis Control Reports Window Help -8

~ | 1: TRACE GC-Channel = > e (| £ S8 | & B8 0] b B RO

bl

0.56

Omisién de nitrégeno

P 144 mg/L; K 500 mg/L

Trace GC Ultra USAC/FQ Method: mentol.met  Data: P144K500. dat
Edit WView Method Data Sequence Analysis Control Reports Window Help
1: TRACE GC-Channel »

‘m

«\ﬂ{

il

= \WI |




P 147 mg/L; K 500 mg/L

Trace GC Ultra USAC/FQ Metho:

Data: P147K500.dat  Project: Default - [TRACE GC-Channel 1]

79

i Fle Edt View Method Data Sequence Analysis Control Reports Window  Help

P~ - @ - B - 1: TRACE GC-Channel '+

£ S8 @ EEC ) BEO

TRACE GC-Channel 1]

Data: P150K500.dat  Project: Defaull

i Fle Edt View Method Data Sequence Analysis Control Reports Window Help

0 - 2~ B - B - | 1: TRACE GC-Channel =

| £ 58| B B i




P 153 mg/L; K 500 mg/L

Trace GC Ultra USAC/FQ Method: mentol

153K500. dat

Project: Default - [TRAf

Fle Edt Yiew Method Data Sequence Analysis Control Reports Window  Help

| Fa S8 B

Retertion Time

Data: P156K500. dat

Control  Reports  ‘Window

Retention Time

Pr Default - [TRACE GC-Channel 1]
Help.

80



Variacion de potasio

Todos los macronutrientes

N 750 mg/L; P 150 mg/L; K 494 mg/L

F= Trace GC Ultra USAC/FQ Method: mentol.met  Data: N750P150K494.dat  Project: Default - [TRACE GC-Channel 1]
: Fle Edt Wiew Method Data Sequence Analysis Control Reports Window Help

P 2~ B - B - 1: TRACE GC-Channel v h B =] EE | HE |0 ) B

Trace GC Ultra USAC/FQ Method: mentol.met  Data: N750P150K497.dat  Project: Default - [TRACE GC-Channel 1]

Fle Edt Wew Method Dasta Sequence Analysis Control Reports Window Help

0 -2~ B~ B - 1: TRACE GC-Channel v |

0.450 0475 0.500 0 0 0.600
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N 750 mg/L; P 150 mg/L; K 500 mg/L

= Trace GC Ultra USAC/FQ.  Method: mentol.met  Data: N750P150K500.dat  Project: Default - [TRACE

i Fle Edt View Method Data Sequence Analysis Control Reports Window Help

B TRACE GC-Channel » 2 w5 E B &) b B3O

0.500 0 0.600 0.900 0925

Method: mentol.met  Data: N750P150K503.dat  Project: Default - [TRA

i fle Edt Yiew Method Dsta Sequence Analysis Control Reports Window Help

D) - 2+ B+ B+ 1: TRACE GC-Channel v b B i =] HE HE& 0 ) BMm
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N 750 mg/L; P 150 mg/L; K 506 mg/L

= Trace GC Ultra USAC/FQ Method: mentol.met  Data: N750P150K506.dat  Project: Default - [TRACE GC-Channel 1]
! Fle Edit View Method Data GSequence Analysis Control Reports Window Help

| @ 46 BB EE MED0 )8

i

u

Omisién de fosforo

N 750 mg/L; K 494 mg/L

letho: ent et Da 750K494.dat  Proje

Default - [TRACE GC-Channel 1]
Sequence Analysis Control Reports  Window Help

GC-Channel = | 2 Ba W |52 (8| 4 S8 B BB | E B | A B)(C) D B[RO | ax 2

Time: 0.226635 Mnutes - Amplitude: 52.873 Milivolts

800

Time
Time

700

600

500

400

Millivolts

300

200

100

hinutes




N 750 mg/L; K 497 mg/L

= Trace GC Ultra USAC/FQ Method: mentol.met  Data: N750K497.dat  Project: Default - [TRACE

84

i Fle Edt View Method Data Sequence Analysis Control Reports Window  Help

P - P B - B -1 TRacE Gechannel v | 36 M W [0 G| £ £E B BB 2]

TRACE GC-Channel 1]

Sequence  Analysis Control Reports  Window  Help -8 X
GC-channel] - 3 B W [ 28 (R £ S | E B E 0] D BEO &2
Time: 0.383729 Mnutes - Amplitude: 50.157 Milivohs
2000 2000
1800 1800
1600 1600
1400 1400
1200 1200
£
E 2
1000 1000 -
300
600
400
200 3
0 0
0.40 0.45 050 055 0.60 0.65 070 0.75 0.80 085 0.0 0.95 1.00
Minutes




N 750 mg/L; K 503 mg/L

85

Wethod: mentol.met  Data: N750K503. dat

Project: Default - [TRACE GC-Channel 1]

Sequence  Analysis  Control Reports Window Help -8 X
scahmel - | 3 B B |pe | 0 £ BB DB | ME)IC) D B O 2
Time: 0550685 Minutes - Amplitude: 52.822 Millivolts
1000 = 1000
3 Name
Retention Time
200 [Group] 200
me
1 ar
Group ¥
200 300
700 700
600 600
2 4 £
H i
s s 500 3
400 400
300 300
200 200
100 - 100
0 0
035 0.40 0.45 050 055 0.60 065 070 075 080 0.5 0.90
Minutes

ethod: mentol.met  Data: N750K506. dat

Project: Default - [TRACE GC-Channel 1]

Sequence  Analysis Control Reports ‘Window Help -8 X
ac-chamnel = | 3 By B | b8 (| |EED) > BEO &2
Time: 0.608337 Mnutes - Amplitude: 13729.4 Milvohs
Name
1200 Retention Time e
[Group]
1 Name i
Area
Group #
1000 1000
300 300
2 1 3 2
2 g
600 600
400 400
o
2
@
] = E
200 200
] 2 I
@
= o
0 0
030 035 0.40 0.45 0.50 055 060 066 0.70 075 080 085 0.80 085
Minutes
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Omisién de nitrégeno

P 150 mg/L; K 494 mg/L

= Trace GC Ultra USAC/FQ Method: mentol.met  Data: P150K494.dat  Project: Default - [TRACE GC-Channel 1]
! Fle Edt Wiew Method Data Sequence Analysis Control Reports Window Help -

D) = 2~ B - 8 - | 1: TRACE 6C-Channel v | [ £ £ | & ME DD BEOD &2

_Jw i _lh‘l" ’H

= Trace GC Ultra USAC/FQ Project: Default - [TRACE GC-Channel 1]
i Fle Edt View Method Data Sequence Analysis Control Reports Window Help -

D) - - B~ B - 1: TRACE 6C-Channel = | B xR &HA BB EE MR 0 D EME
T

.

L”J__ﬁ

Method: mentol.met  Data: P150K497. dat

L ”lu
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P 150 mg/L; K 500 mg/L

= Trace GC Ultra USAC/FQ
i i

Method: mentol.met

Dat;

P150K500. dat

Project:

Default - [TRACE GC-Channel 1]
le Edit ‘iew Method Data

Sequence dnalysis Control Reports Window  Help )
D)~ 2+ Bl - B - 1: RACE GC-Channel = | v (8| £a £5 | B @ &5 » B @O Y

0 m L‘I‘

WY

Trace GC Ultra USAC/FQ  Method: mentol.met  Data: P150K5030k. dat

efault - [TRACE GC-Channel 1]
Sequence  Analysis  Control

i Fle Edt View Method Data Reports  Window  Help

-8 x
| [ 4 S BB EE MEIDDPBEO &2

i) 2 - B - B - 1: TRACE GC-Channel v

_|‘u‘|l|‘

I
ALfu “Jldu LA

!

f
I
‘ L L
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P 150 mg/L; K 506 mg/L

= Trace GC Ultra USAC/FQ.  Method: mentol.met  Data: P150K506.dat  Project; Default - [TRACE GC-Channel 1]

Edt View Method Data Sequence Analysis Control Reports Window  Help - &>

D & £ £ B BE|0 ) BEO 2

~ B + | 1: TRACE GC-Channel =

itude: 51.9 Ml

Wi ‘,JJh‘

Channel 1

Trace GC Ultra USAC/FQ Method: mentol.met  Data: CONTROL.dat  Project: Default - [TRACE GC-Channel 1]

Fle Edt Yiew Method Data Sequence Analysis Control Reports Window Help -8 x

0~ 2~ B~ B - | 1: TRACE GC-Channel o B i )| £ 5% B BE|C] D> BEO

Channel 1

200
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