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1 INTRODUCCION

1.1 El género Mentha

Bajo la denominacion genérica de menta se conocen a las hojas y sumidades florecidas
de diversas plantas, cultivadas o silvestres, pertenecientes al género Mentha (mint) de la
familia botanica Lamiaceae, denominada antiguamente como Labiatae, por sus flores
cigomorfas provistas de dos labios.}? Debido a la frecuente hibridaciéon entre especies, a la
elevada plasticidad fenotopica y a la variabilidad genética, se trata de un género
taxonémicamente complejo,® con mas de 3000 nombres publicados desde 1753, en su
mayoria sinénimos o denominaciones auln sin resolver.?2 Aunque en la bibliografia no exista
consenso para una clasificacion sistematica inequivoca, una revision reciente, basada en
caracteristicas morfologicas, citolégicas y genéticas permite dividirlo en 42 especies, 15
hibridos y cientos de subespecies, variedades y cultivares distribuidos en los cinco

continentes.*

De todas las mentas conocidas, las de mayor interés comercial e industrial son las
especies Mentha x piperita L. (Mpi), Mentha arvensis L. (Mar) y Mentha spicata L (Msp).2
Incluyéndose, ademas, a la Mentha pulegium L. (Mpo) por su importancia farmacoldgica y
toxicolégica.® Desde la antigliedad, este género ha sido utilizado con fines alimenticios,
cosméticos y medicinales. Ademas de sus valoradas caracteristicas organolépticas, la
investigacion en los Ultimos afios ha demostrado su importante actividad bioldgica,® en
particular, por sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorias, insecticidas
y anticancerigenas.>’ Aunque estas especies son aditivos aromatizantes/saborizantes (A/S)
reconocidos como GRAS (Generally recognized as safe) por la Asociacion de Fabricantes de
Aromas y Sabores (FEMA) de Estados Unidos (USA),® poseen concentraciones variables de

pulegona (PUL), un compuesto téxico con potenciales riesgos para la salud publica.

La similitud organoléptica, la variedad de nombres utilizados y el desconocimiento
popular sobre las diferencias entre especies, han transformado a la Mentha en un género
objeto de gran confusién. En Argentina, por ejemplo, la presencia de hierbas silvestres como
la peperina y el poleo, con nombres y/o propiedades similares a las mentas, no solo
incrementan dicha confusién sino que, ademas, plantean nuevos riesgos toxicoldgicos. Frente
a este escenario, se considera imprescindible una sintesis integradora que unifique
denominaciones y caracteristicas propias del género en estudio (Tabla 1). Aunque las mentas
sean muy utilizadas en forma de hojas frescas (fines culinarios), de extractos (en cosmética y
farmacologia), o en forma herbolaria para infusiones, su cultivo e industrializacion a nivel

mundial esta destinado, fundamentalmente, a la extraccion de sus aceites esenciales (AE).



Tabla 1. Denominaciones y propiedades de las principales mentas y hierbas silvestres argentinas con las que son usualmente confundidas.

Especie | Nombre botanico Otros nombres Principales Presencia Actividad biolégica Particularidades
(nombre (género y especie) comunes aplicaciones de pulegona
comun) alimenticias (%)
Espafiol: AJS de golosinas, Colerética, colagoga, anti- Hibrido estéril entre la M.
Menta A . 1 ; 2 . .
L Mentha x piperitaL. | Menta inglesa.! Mote | pastas y enjuagues flatulenta, espasmolitica, anti | aquatica y la M.
Piperita 011 2 10 : . - ; 9 . w9
(Mpi) yuyo. Yerba buena. ® bucales. 0,§ -3,0 mfIgmat(_)na, antimicrobiana.® | spicata.* _
(Familia Inglés: . Max. 4,0 1t | Antifingica.* Posee un sabor picante
Lamiaceae) Peppermint, mint.*° Max. 3.0 13 parecido a la pimienta
(pepper).®
Menta Espafiol: Para la obtencion Antibacteriana, antimicética.® | Principal fuente de (-)-
arvensis Menta japonesa.l? | de mentol. &° 05-2510 mentol por simple crista-
(Mar) Mentha arvensis L. | Inglés: Para la elaboracion Max. 1,5 13 lizacién en frio. 8 EI AE
(Familia Cornmint. 8 de talcos y pastas desmentolado se simbo-
Lamiaceae) dentales.® liza como DMO.
Menta Espaiiol: Antibacteriana frente a Las nuevas variedades
) Mentha spicata L. Yerba buena o Hierba | A/IS de golosinas, gérmenes Gram Erospicata (de gran
spicata em. Huds buena. 1° pastas y enjuagues <0,1? (+), Gram (-) y levaduras. ° resistencia climatica) y
(Msp) - em. . na. , , . (
(Familia S|n0n|m|a:10'.13. . Inglés: . bucales. ? 2,0° Curly mint (perenne) son
Lamiaceae) Mentha viridis L. Spearmint. 1.° una alternativa a la tradi-
cional Mpi. 8
Espafiol Menta poleo, | A/IS natural en Acaricida y anti-miomas.> El quimiotipo Hedeoma
Menta : s . L . -
oleo . Poleo, Poleo menta, | alimentos. Actividad antlmlcroblana pulegioides (L) Pers. (0
?M 0) Mentha pulegium L. Poleo europeo. ° 50,0-80,0 2 comparable a vancomicina, | falso poleo) posee una
(Faﬂi"a Inglés: Pennyroyal eritromici_ne_lygentamicina. 4 | fitoquimica similar pero
Lamiaceae) mint, European Bioinsecticida.” con 30% de PUL (30%).2
pennyroyal.®
Minthostachys mollis A/S de bebidas Antimicrobiana, insecticida, | AE posiblemente exento
(Kunth) Griseb Espaniol: Peperita, | aperitivas amargas® fungicida, antiespasmadica. ° | de toxicidad por efectos
Peperina | Sinonimia: Menta peperina.t Antibacteriana, antiviral. 14 sinérgicos-antagonicos
L;m‘g'g:e) Minthostachys Piperina. ° 35,0-64,3 12 de la mentona.* DLso
verticillata  (Griseb) moderada. Con dosis
Epling. Bystropogon repetidas evidencia
mollis Kunth 1° toxicidad hepatica. 1°
A/S de licores vy Inhibidor del herpes simplex | Contiene lippiona que se
Poleo Lippia turbinata Espafiol: té criollo, té | bebidas aperitivas No virus tipo 1 (HSV-1) y del virus | metaboliza a lippiafenol,
(Familia Griseb® del pais, ° poleo. °16 amargas. ° detectada 6 | Junin (cepa IV4454).° téxico abortivo. 16

Verbenaceae)




1.2 Los aceites esenciales de menta

Los aceites esenciales (AE), esencias o esencias naturales,* son una mezcla compleja
de sustancias de origen vegetal que presentan la particularidad de ser volatiles a temperatura
y presion atmosférica normal.'® Son productos del metabolismo secundario de las plantas,
sintetizados a partir de metabolitos primarios como glucidos, lipidos y proteinas que confieren
aromas y propiedades caracteristicas a las especies que los contienen.’® Se sintetizan y
acumulan en estructuras secretoras especializadas llamadas tricomas glandulares que,*” en
el caso de las mentas, se encuentran localizadas en sus hojas y sumidades.? Aunque la
bibliografia recoja multiples definiciones sobre los AE, todas son coincidentes en cuanto al
método de extraccién, es decir, solo son AE los productos obtenidos mediante
hidrodestilacién, arrastre de vapor o por expresion y destilacién en seco para el caso particular
de los citricos.°

Si bien los AE pueden contribuir significativamente a la supervivencia evolutiva de las
plantas, el término “esencial’ no esta relacionado con una prescindencia celular, de hecho, no
todas las especies vegetales los producen, sino que puede considerarse derivado del vocablo
“quintessence” utilizado por los vitalistas del siglo XVI para referirse al espiritu o fuerza vital
de las plantas aroméaticas como quinto elemento alquimico.'® En este sentido, los AE estan
constituidos por metabolitos secundarios que no cumplen funciones precisamente vitales en
los tejidos y representan, en ocasiones, compuestos de desecho metabdlico. Generalmente,
no estan involucrados con el crecimiento y desarrollo de los vegetales, ni participan de los
procesos destinados a la obtencién de energia.'® Sin embargo, son de gran importancia en
ecologia quimica; disciplina que estudia las interacciones biéticas mediadas por moléculas

gue funcionan como sefiales para iniciar, modular o finalizar diferentes procesos biolégicos.?°

Los AE en general, y los de las diversas especies de mentas en particular, se encuentran
en muy pequefias proporciones. Dado que su rendimiento depende del historial previo de cada
especie (condiciones climaticas durante el crecimiento, formas de recoleccion, métodos de
extraccion etc.) el mismo puede ser muy variado. Para la Mpi, por ejemplo, oscila entre 0,5-
4% (v/p en base seca).!° Sin embargo, pese a halllarse en pequefias proporciones,
representan un complejo sistema abordado por la fitoquimica; disciplina que estudia los
constituyentes quimicos de las plantas, sus estructuras, metabolismo, distribucion, funcién

biolégica, extraccién y evaluacion cuali-cuantitativa.t®

El término fitoquimica suele ser utilizado como sin6bnimo de composicién quimica. En
este sentido, los AE poseen una fitoquimica muy compleja debido a las grandes variaciones

gue presentan, incluso, entre miembros de una misma especie. Esta sorprendente variabilidad



puede considerarse derivada de factores tanto internos (genéticos, fisiologicos, etapa de
desarrollo o parte de la planta) como externos (tipo de suelo, ubicacion geografica,
temperatura, exposicion solar e hidrica y tipo de cosecha, entre otros).?! Si bien en este
trabajo se utilizara el término “fitoquimica” como sinénimo de composicion quimica, no debe
ser confundido con el de “fitoquimico”, que hace alusion a los compuestos quimicos no
nutritivos de las plantas, con importantes propiedades antioxidantes y de proteccion celular

contra el dafio oxidativo causado por la exposicién solar y el oxigeno.??
Composicion quimica de los aceites esenciales de menta

Los principales componentes quimicos de los AE son los “terpenos”, vocablo derivado
del inglés “turpentine” o del espafiol “trementina”, en relacién a las resinas aromaticas de las
coniferas donde fueron identificados originariamente por Kekulé en 1880.1>8 Usualmente,
estos compuestos son asociados a la familia de los lipidos por sus caracteristicas oleosas
semejantes a los aceites y por su inmiscibilidad en agua,?® e incluso, las Normas I1SO los
denominan simplemente como “aceites de...” (seguido del nombre de la planta de la cual
deriven).'® Sin embargo, no son acilglicéridos, son compuestos biosintéticos con estructuras
carbonadas formalmente derivadas del 2-metil-1,3-butadieno o isopreno (CsHg),?* unidad
estructural basica advertida por Otto Wallach en 1887 y tomada como referencia para la regla
del isopreno.?®

Aunque en la bibliografia los términos “terpeno”, “terpenoide” e “isoprenoide” son
usados de forma indistinta, en este trabajo se emplearan de acuerdo a las directrices de la
IUPAC, la cual considera a los “terpenos” como hidrocarburos de origen biolégico con un
esqueleto carbonado formalmente derivado del isopreno, a los “terpenoides” como terpenos
oxigenados (TO) con funciones organicas (FO) cetona, alcohol, éster, éter, etc. y a los
“isoprenoides” como la conjuncién de los dos anteriores.'82426 | os AE de las mentas estan
constituidos principalmente por mezclas de monoterpenoides 0 monoterpenos oxigenados
(MTO) aliciclicos resultantes de la condensacién de dos unidades de isopreno (C10),

usualmente, a través de reordenamientos y ciclaciones de uniones tipo cabeza-cola.'®

Aun tratandose de mezclas complejas, cada especie de menta esta caracterizada por
MTO representativos que, en su conjunto, definen tanto la fitoquimica como las propiedades
fisicoquimicas, organolépticas y biolégicas de las mismas. La presencia y preponderancia de
estos compuestos puede comprenderse analizando las rutas biosintéticas de las especies
Mentha x piperita L. y de la Mentha spicata L. (Figura 1);>"?° las cuales, si bien proporcionan
una secuencia sintética general para todo el género Mentha,* la de la Mentha x piperita L en
particular, es la utilizada principalmente como referencia, dada la correspondencia entre sus
reacciones con las del metabolismo general de los MTO.":3!
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A diferencia de otros isoprenoides, los MT y MTO se sintetizan en los plastidos vy
cloroplastos celulares a partir de la 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato (DXP), una via independiente
de la clasica ruta del &cido meval6nico (MVA), efectuada tanto en el citoplasma como en las
mitocondrias celulares.'® Aunque los MT y MTO proceden estructuralmente del isopreno, éste
no es su precursor in vivo. Son derivados del isopentenil difosfato (IPP) 1 y su isbmero
dimetilalil difosfato (DMAPP) 2, unidades estructurales o building blocks que, tras su
condensacioén, conducen al geranil difosfato (GPP) 3, el precursor in vivo de todos los MT y
MTO. Mientras que la via del MVA genera Unicamente 1, la via del DXP genera tanto 1 como
2. Laformacion de los diferentes MT y MTO se realiza a través de un mecanismo Sy1, también

conocido como reaccién de preniltransferencia (prenyl transfer reaction).®

Asi, el (-)-limoneno 4 es el primer eslabon de una serie de compuestos que poseen
una estructura comdn denominada p-mentano (1-metil-4-isopropilciclohexano),® los cuales
son sintetizados por un complejo sistema enzimatico de elevada regio y estereoespecificidad
que, mediante hidroxilaciones, reacciones redox, migracibn de dobles enlaces vy
conjugaciones (glicosilaciones y acilaciones) genera enantiomeros especificos de relevante
actividad biologica y organoléptica. Todos los pasos de las rutas biosintéticas son
estereoespecificos a excepcion de la reducciéon de 8 donde la enzima pulegona reductasa
forma mayoritariamente 9 pero también algo de 21.8 A partir de 4, los MTO predominantes de

una especie de menta puede corresponderse con la ruta biosintética de la Mpi o de la Msp.*°

La principal diferencia entre ambas rutas biosintéticas radica en la posicién del
hidroxilo en el ciclo p-mentano. Mientras que la hidroxilacion en C3 orienta la sintesis hacia
MTO representativos de las especies Mpi (compuestos 9, 10, 11y 21); Mpo (compuestos 8,
9, 16, 17 y 21) y de la especie Mar (compuestos 9, 10, 11, 12 y 21), la hidroxilacién en C6
orienta la sintesis principalmente hacia la formacién de 15, compuesto tipico de la especie
Msp.?* Debido a la compleja fitoquimica de los AE en general, y a los de menta en particular,
es necesario diferenciar los compuestos “representativos” de los “caracteristicos”. Mientras
que los primeros se encuentran en todos los AE de una determinada especie de menta, ya
sea de forma minoritaria 0 mayoritaria (con porcentajes superiores al 0,5-1,0%); los
compuestos caracteristicos vienen definidos por una o0 mas sustancias cuya concentracion es
caracteristica para cada AE. Esta diferenciacion es fundamental para determinar la calidad

del AE y para precisar sus propiedades organolépticas.*?

Como resultado de una compleja biosintesis estereoespecifica, la mayoria de los
componentes de los AE son quirales y se corresponden con un solo compuesto del par
enantiomérico. Antiguamente, la Unica propiedad fisica con la cual se podia diferenciar a los

enantiomeros era mediante la rotacion optica (a’) medida con un polarimetro. Asi, los que
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desviaban el plano de la luz polarizada hacia la derecha (dextrogiros) se los identificaba con
el simbolo (+) o d- y los que lo hacian hacia la izquierda (levégiros) con el simbolo (-) o I-.
Dicha notacion, antecedida al nombre del compuesto, aln se sigue utilizando en el campo de
los AE (Figura 1). Sin embargo, dicha simbologia nada tiene que ver con la configuracion
absoluta del o los centros asimétricos presentes en los compuestos, los cuales vienen
identificados con los descriptores estereoquimicos R/S (rectus/sinister) conforme a las reglas
de secuencia de la convencién Cahn-Ingold-Prelog (CIP).'® Los compuestos representativos
de los AE de las principales especies de mentas se recogen en las Tablas 2-5. De todos ellos,

la (R)-(+)-pulegona 8 es el de mayor interés para esta investigacion debido a su toxicidad.

Tabla 2. Compuestos representativos del AE de Mpi y sus concentraciones relativas.10.11.13:

Mentha x piperita L. (Mpi)

. IRAM Farmacopea
ISQBae-20001 18517:2013" Europea™
Componentes Dif. origenes USA Argentina Europa
Min. - Max. (%) Min. - Max. (%) Min. - Max. (%) Min. - Max. (%)
Mentol 32,0-36,0 36,0-45,0 30,0-55,0 30,0-55,0
Mentona 13,0 - 28,0 15,0-23,0 14,0-32,0 4,0-320
Isomentona 20-80 20-45 1,5-10,0 1,5-10,0
Acetato de mentilo 20-80 3,065 25-10,0 2,8-10,0
1,8-Cineol 3,0-8,0 40-6,0 35-90 35-80
Mentofurano 1,0-8,0 15-6,0 1,0-9,0 1,0-8,0
Neomentol 2,0-6,0 25-45 25-6,0 Sin especificar
Pulegona 0,5-3,0 05-25 Max. 4,0 Max. 3,0
p-Cariofileno 10-35 1-25 04-15 Sin especificar
Limoneno 10-30 10-25 1,0-5,0 10-35
e 05-2,0 05-23 01-05 Sin especificar
3-Octanol 01-0.5 01-04 0,1-04 Sin especificar
Piperitona Sin especificar Sin especificar - 10 Sin especificar

Tabla 3. Compuestos representativos del AE de Mar y sus concentraciones relativas. 1013

Mentha arvensis L. (Mar) (desmentolada)

Farmucopen ISO 9776:1999"°
Componentes Europea™
Europa China India Otros Origenes

Min. Max. (%) Min. Max. (%) Min. Max. (%) Min. Max. (%)
Mentol 30,0- 50,0 33,0-450 33,0-450 30,0-46,0
Mentona 7,0-350 18,0 - 30,0 17,0-26,0 17,0-32,0
Isomentona 50-13,0 8,0-120 8,0-140 6,0-13,0
Neomentol Sin especificar 40-80 4,0-10,0 30 -11,0
Acetato de mentilo 15-70 1,5-40 1,5-50 20-70
Limoneno 15-7,0 1,5-40 1,0-40 1,0-7,0
Pulegona Max. 1,5 05-25 05-25 05-25
3-Octanol Sin especificar 0,5-3,0 02-18 02-20
1,8-Cineol Max. 1,5 0,3-15 02-1,0 0,1-20
p-Cariofileno Sin especificar 05-20 05-20 05-20
Isopulegol 1,0-3,0 Sin especificar Sin especificar Sin especificar
Carvona Max. 2,0 Sin especificar Sin especificar Sin especificar
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Tabla 4. Compuestos representativos del AE de Mpo y sus concentraciones relativas.?

Mentha pulegium L. (Mpo)

Componentes Lav’vrence’, Bl 2
Min. - Max. (%)

Pulegona 50,0 - 80,0
Isomentona 1,0-10,0
Mentona 15-80
Piperitenona 05-35
Limoneno 0,1-35

3- Octanol 05-3,0

Tabla 5. Compuestos representativos del AE de Msp y sus concentraciones relativas.0:13

Mentha spicata L. (Msp)

1SO 3033-3:2005 1SO 3033-2:2005 ©
Componentes India China tipo 80% | China tipo 60%
Min. - Max. (%) Min. - Max. (%) Min. - Max. (%)
Carvona 60,0-70,0 78,0-840 57,0-66,0
Limoneno 11,5-165 05-3,0 10,0-22,0
cis-Dihidrocarvona 10-25 20-40 20-40
frans-Dihidroacetato 0,1-06 15-40 15-35
Mentona Max. 0,15 08-20 08-20
p-Bourboneno 1.0-20 05-12 05-12
3-Octanol 06-14 trazas - 0,4 02-08
trans-Sabineno hidrato 05-1,5 Max. 0.1 Max. 0,1
cis-Carvilacetato 0,1-06 0,1-03 0,1-0,3
cis-Jasmona 01-04 Max. 0,1 Max. 0,1

1.3 Lapulegona: un compuesto natural potencialmente toxico

La pulegona (PUL) es un MTO aliciclico con un arreglo estructural tipo “enona”
caracteristico de los compuestos carbonilicos a,B-insaturados; en particular, se trata de una
cetona ciclica a,p-insaturada (Figura 2). Debido a que su estructura presenta un centro
asimétrico, son posibles dos formas enantioméricas: la (S)-(-)-pulegona, que rara vez se
encuentra en los AE de menta,**y la (R)-(+)-pulegona que se presenta naturalmente en dichas
esencias y en el de otras hierbas sapido-aromaticas y medicinales como la peperina (35-
64,3%),*? el falso poleo (30%),2 la mufia-mufia (19,2%)*2 y a muy bajas concentraciones, en
el oregano, el té y los frijoles.® La toxicidad de esta sustancia es conocida desde la
antigliedad, de hecho, los términos “pulegona”y “pulegium” derivan del latin “pulex” (pulga),
en alusion al poder insecticida y repelente de la Mpo contra las pulgas.2®%37" Asimismo, sus
posibles efectos vinculados con partos prematuros y abortos espontaneos® son muy
conocidos por la medicina popular local y han sido, desde la antigliedad, transmitidos de

generacion en generacion.

a Una hierba nativa argentina con propiedades afrodisiacas muy valoradas por las etnias autéctonas.*
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De las tres especies de mentas de mayor uso alimenticio, solo la Mpi y la Mar poseen
concentraciones suficientes de PUL que justifican su regulacién por parte de los entes
normativos. Entre ambas, la Mpi es la que exhibe una mayor concentracion. En cuanto a la
Mpo, su empleo en la industria alimentaria es controvertido puesto que, debido a su fragancia,
algunas reglamentaciones permiten su uso solo como aromatizante.? Sin embargo, el CAA no
contempla su utilizacion puesto que, como puede apreciarse en la Tabla 4, de todas las
especies de mentas, es la que posee la mayor concentraciéon de PUL (50-80%).2

(R)-(+)-pulegona

7
Su enantiémero (S)-(-)-pulegona Propiedades Fisicas 38
raramente se encuentra en los
AE de menta,® y su toxicidad Masa molecular relativa: 152,23
39
es 67,0% menor. Liquido oleoso incoloro, volatil,
Y con olor mentolado/alcanforado.
\
% La unidad estructural a- Solubilidad: insoluble en agua,
O \ isopropiliden cetona soluble en alcohol, cloroformo y
I es considerada la éter. o
} principal responsable de Punto de ebullicién: 224,0 °C
10 8 9 it s o ® toxicidad.* Densidad relativa a 20°C: 0,9323
N PR g s e e S S
3 Senen® Rotacion optica a 07C: +
Estructura parental Secuencia de localizadores C H O BeHERCpte T AT
p-mentano 32 segun nomenclatura IUPAC 10" 116 CAS NO. 89-82-7

Nombre comun: (+)-pulegona; Nombre sistematico: (R)-(+)-2-isopropiliden-5-metilciclohexanona;
Nombre semisistematico: p-ment-4(8)-en-3-ona. 3238

Figura 2. Estructura, nomenclatura y principales propiedades fisicas de la (R)-(+)-pulegona.3éb

Debido a que sus caracteristicas organolépticas son similares a las de otras mentas,
la Mpo suele ser confudida y utilizada (especialmente en el ambito familiar) con la misma
finalidad, lo que supone un gran riesgo toxicoldgico. En Argentina, por ejemplo, es muy
frecuente el uso del poleo (Lippia turbinata Griseg),’* una hierba sapido-aromatica con
propiedades digestivas y carminativas que no pertenece al género Mentha, no contiene PUL
y es muy utilizada en infusiones, licores y bebidas aperitivas amargas.® Por compartir la misma
denominacion que la Mpo (a la cual también se la suele llamar poleo), ésta Ultima puede ser

utilizada en su lugar, aumentando asi el grado de exposicién y los riesgos toxicologicos.

La confusion puede darse a la inversa, por ejemplo, una reconocida empresa lider
argentina de yerba mate compuesta (yerba mate adicionada con hierbas aromaticas), traduce
al idioma inglés en el rétulo de sus envases el término “poleo” como “pennyroyal”, que es la

traduccion de la “menta poleo™ (Figura 3). Este error, sin ser de gravedad en términos

b En este trabajo, la secuencia de localizadores en la estructura de la (R)-(+)-pulegona se indicara
conforme al p-mentano, cuando se haga referencia a su biosintesis y a la IUPAC cuando se haga
alusién a su metabolismo y reactividad.32



toxicolégicos, evidencia la importancia del primer objetivo especifico planteado en este
trabajo. Una confusion similar puede ocurrir con la hierva silvestre “peperina, peperita 0 menta
peperina” (Minthostachys mollis Kunth Griseb) que no pertece al género Mentha pero por su
denominacion y aroma mentolado suele ser confundida con la “menta piperita”. Mientras que

la primera posee un 35-64,3% de PUL? en la seguna, el porcentaje es solo del 0,5-4%.°

Figura 3. Traduccién erronea del término poleo por pennyroyal (menta poleo) en el rétulo de un envase
de yerba mate compuesta.

Tradicionalmente, el AE y los extractos e infusiones de Mpo han sido utilizados en la
medicina popular como emenagogo, es decir, como estimulante o regulador de la
menstruacion y también como abortivo.>3"3940 Aunque para esta Ultima finalidad, no existan
evidencias cientificas certeras y el efecto sea atribuido a una posible irritacién uterina seguida
de intensas contracciones detectadas en ensayos con roedores,*>*! su ingesta durante el
embarazo esta contraindicada.***? Autores como Lamiri y col. han sefialado que dosis de 1 a
3 minimos de PUL (1 minimo = 0.065 g) son suficientes para inducir la menstruacion.*® El
consumo reiterado de dosis elevadas no solo esta asociado a severos cuadros hepatotoxicos

sino que, en muchos casos, han ocasionado la muerte de las pacientes.**4*

1.4 Formas usuales de exposiciéon humana hacia la (R)-(+)-pulegona

Los AE son considerados aditivos A/S naturales, es decir, mezclas de sustancias
naturales con propiedades odoriferas y/o sapidas, capaces de conferir o intensificar el aroma
y/o el sabor de los alimentos.* Si bien estos aditivos reciben diferentes denominaciones de
acuerdo a la traduccién del idioma y del pais en que se haga, en este trabajo se los considera
como sinénimos de los términos aromatizantes, saborizantes y aromas alimentarios utilizados

en la UE,* y de los vocablos ingleses flavor¢ y flavoring (USA) o flavour y flavouring

¢ El término flavor o flavour puede comprenderse como el conjunto de percepciones de estimulos
olfativos, gustativos, tactiles y kinestésicos que permiten a un individuo identificar a un determinado
producto.®
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(Inglaterra).® Dentro de este contexto, es imprescindible diferenciar los A/S naturales de los
A/S sintéticos, que son compuestos quimicamente definidos obtenidos por sintesis o aislados
de fuentes naturales mediante procedimientos quimicos y que poseen estructuras idénticas a

las sustancias presentes en los AE.*

Conforme a lo expuesto, la forma primaria de exposicion es a través del consumo de
alimentos que contienen AE de menta con fines A/S.4"“8 De acuerdo a la ingesta diaria per
capita, las especies mas utilizadas son Mpi, Msp y, en menor medida, Mpo.8 Los principales
alimentos incluyen golosinas (caramelos, pastillas, gomas de mascar y chocolates),343%48
productos horneados (pudines),*3°4¢ helados y postres lacteos congelados,3**® gelatinas,*®
bebidas alcohdlicas (licores) y analcohdlicas como los refrescos saborizados.**#8 Un estudio
realizado por Johnson y Tan en 2014 evalu6 el porcentaje de liberacién de los principales
componentes del AE de Mpi tras la masticacién durante 5, 10 y 20 min de una goma de mascar
(2,7 g) adicionada con dicha esencia. Las muestras fueron extraidas con cloroformo y el
extracto analizado mediante GC-MS, detectandose concentraciones del orden del 16,7 - 25,0
y 41,7% de PUL (Tabla 6).2 Dado que los AE de menta también son empleados como
conservantes naturales para prolongar la vida media de los alimentos (shelf-life),* esto supone

un espectro aun mas amplio de productos que pueden contenerlos.

Tabla 6. Evaluacion del porcentaje de PUL liberada tras la masticacion de una goma de mascar
conteniendo AE de Mpi (Johson y Tan, 2014 citado por Cohen y col.).8

% de liberaciéon

Constituyentes 5 min 10 min 20 min
I-Mentol 12,1 17,1 28,1
I-Mentona 15,1 18,9 28,1
Isomentona 14,0 23,3 32,6
Acetato de metilo 7,0 9,3 14,0
Limoneno/ 1,8-cineol 22,7 27,3 36,4
Mentofurano 17,9 21,4 28,6
B-Cariofileno 5,6 11,1 11,1
Pulegona 16,7 25,0 41,7

Por otro lado, debido a las propiedades estimulantes, digestivas, carminativas,
antiespasmadicas, saporiferas, antiinflamatorias y antihnelminticas de las mentas en general,®
otra forma importante de exposicion es a través de los productos medicinales herbarios como
las hojas deshidratadas para infusiones.*® Esto plantea grandes riesgos puesto que, aunque
no existan efectos toxicolégicos informados a partir de la ingesta de AE o de infusiones de
Mpi,*® el consumo reiterado de la especie Mpo (la de mayor porcentaje de PUL) por
equivocacion, desconocimiento y hasta por una inexacta identificacion por parte del mercado

herbolario,® puede resultar potencialmente peligrosa.
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Por ejemplo, una infusion preparada con 50 g de hojas disecadas de Mpo en 1.000 mL
de agua hirviendo, tras ser sometida a un proceso de extraccion y analizada mediante GC,
revela la existencia de un 75,9% de PUL. Es decir que, una taza de té de 250 mL, contendria
aproximadamente 0,06 g de PUL, la dosis requerida para inducir la menstruacion y favorecer
el parto.***° Dado que solo el andlisis micrografico puede identificar y diferenciar
correctamente a cada una de las especies de mentas,® y éste no siempre se realiza, se
recomienda que el principal grupo de riesgo (sano) frente a la PUL como son los nifios y las

embarazadas no ingieran infusiones de ninguna especie de menta.*

Ademas de los reconocidos usos en productos cosméticos, como las pastas dentales
para proporcionar buen aliento y minimizar el crecimiento bacteriano,’ en los Gltimos tiempos
se ha visto un gran incremento de la utilizacion del AE de Mpi (0 sus extractos) en
farmacologia, ya sea como principio activo o como excipiente.*® Asi, colagogos comerciales
(Cholagogum Nattermann®), medicamentos gastrointestinales (Gastricholan®, Iberogast®,
Ventrodigest®, Colpermint®, Gaviscon®), hipnéticos y sedativos (Nerventee Stada®,
Esberinervin®), balsamos expectorantes (Pinimenthol Forte®) y suplementos dietarios,?83!
también representan diferentes formas de exposicion. Recientemente, los principales portales
médicos internacionales se han hecho eco de las alarmantes concentraciones de PUL
halladas en los compuestos a base de menta y mentol utilizados en los cigarrillos electrénicos
y en el de otros productos como el tabaco sin humo, detectandose niveles muy superiores a
los establecidos por la FDA para la ingesta de alimentos.>!

1.5 Absorcion, metabolismo y excrecion

Absorcion oral

Aunque no existan estudios toxicocinéticos formales en seres humanos,*® multiples
investigaciones llevadas a cabo tanto in vitro como in vivo en humanos y roedores,*** han
demostrado que la PUL, tras su ingreso de forma oral,*® es absorbida rapidamente en el tracto
intestinal y metabolizada en el higado a través de diferentes vias enzimaticas caracterizadas
por la formacion de determinados metabolitos secundarios (Figura 4). Cada una de estas vias
responden al curso normal de desintoxicacion de xenobiéticos (sustancias extrafias del cuerpo
humano) y consisten, a excepcion de la conjugacion directa (VIA D), en procesos primarios
de oxidacién o reduccién que conducen a la formacion de metabolitos hidrosolubles por
introduccion de grupos polares (reacciones de Fase 1), seguidos de conjugaciones con
moléculas endégenas como acido glucuronico o glutation (reacciones de Fase 2) para formar

especies facilmente eliminables por la orina.®
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Evidencias experimentales demuestran que los AE con bajas concentraciones de PUL
no son téxicos puesto que ésta se metaboliza completamente mediante la conjugacioén directa
con glutation (reaccién de Fase 2 en VIA D).*® El glutation (GSH) es un tripéptido muy
abundante en las células hepéticas que participa en la desintoxicacion xenobiotica y por ende,
en la proteccién tisular. Posee un GF sulfhidrilo (-SH) que, actuando como nucledfilo, se
conjuga con el doble enlace del grupo isopropilideno de la PUL produciendo derivados
mercapturicos 38 facilmente eliminables a través de la orina. Frente a grandes dosis de PUL
se ha comprobado que su concentracion disminuye drasticamente, aproximadamente un 75%
en 3 h,*°*8 el metabolismo se satura y queda PUL sin conjugar que se bioactiva principalmente
a través de la VIA A, generando metabolitos extremadamente hepatotéxicos como los
representados dentro del recuadro rojo de la Figura 4.

VIAS METABOLICAS USUALES ANTE LA INGESTA DE ALTAS CONCENTRACIONES DE PUL
VIA A: via metabélica principal

CYP-450
OH —>
~ o
Reacciones 26 \ —
de

oxidacién

9-hidroxipulegona )-(+)-mentofurano epoxmentofurano 2| h|drOX|mentofurano
Y- cetoenal
VIA B: via metabélica secundaria l
OH — Conj i6 acido glucurénico
7 CYP-450 B OH jugacion con a.(:l o.g ucuroni
(Glucuronidacion)
—_— —_—
unidad
estructural o | ¢} | o
o |soprop|||den 31 32 33 —> Conjugacion con glutation
.cetona
“ 5-hidroxipulegona piperitenona  4-,5-,7-,9-,10-hidroxipulegona
24 P .
s + VIAS METABOLICAS USUALES ANTE LA INGESTA DE BAJAS CONCENTRACIONES DE PUL
10 teu 9.
(R)-(+)-pulegona ViA c, VIA C, —— Oxidacién
. ylo Glucuronidacién
Reacciones de | "OH
reduccion 34 ~ __, Conjugacién con
(1S,5R)-(+)-pulegol (2R,5R)-(+)-cis-isopulegona (2sS, 5R) (-)-mentona (2R,5R)-(+)-isomentona glutation
VIAD
. L 0
Conjugacién R: acido mercapturico o
directa 38 conjugados de glutation.
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Figura 4. Principales vias metabdlicas de la (R)-(+)-pulegona y sus correspondientes metabolitos
secundarios (adaptado de Gordon y Khojasteh).
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Ante un exceso de PUL, la principal via metabdlica es la VIA A, la cual involucra la
hidroxilacién del C9 de la PUL (24) para formar 25, seguida de una ciclacion intramolecular
para generar un hemicetal 26 que, posteriormente, se deshidrata para formar MF (27). El cual,
a su vez, se transforma en y-cetoenal (29), una especie muy reactiva responsable de dafio
hepatico. ElI MF (27) es el metabolito mayoritario de la PUL y la toxicidad de ésta es debida,
en parte, a su formacion.®3¢ Asi, algunos estudios llevados a cabo con roedores enfatizan
que el MF es mas toxico que la PUL.3%%° Sin embrago, otros estudios, realizados con tejido
vivo de higado humano, demuestran que la PUL es mucho mas téxica que el MF.%? Frente a
estos antecedentes, los principales referentes cientificos recomiendan evaluar sus toxicidades
de forma conjunta.3>4748 No obstante, se debe tener presente que, de acuerdo a la bibliografia,
el porcentaje de MF que suelen presentar los AE es muy bajo. Hecho que hemos constatado
en nuestras propias investigaciones al comprobar que, por ejemplo, en muestras comerciales
de AE de Mar y Msp no se ha evidenciado la presencia de MF mientras que, en muestras de

Mpi y Mpo los valores observados fueron de 0,2% y menores al 0,2% respectivamente.>?

De acuerdo a lo expuesto, puede concluirse que la toxicidad de la PUL no es atruible
a su presencia “per se”, sino a su bioactivacion durante el proceso metabdlico que la
transforma en especies reactivas, en particular MF, el cual se convierte finalmente en
compuestos altamente hepatotoxicos. Aunque el MF es un componente habitual de ciertas
especies de mentas (principalmente Mpi) que contribuye al flavour del AE, su presencia en
altas concentraciones es facilmente detectable debido a la formacion de compuestos con
aromas y sabores desagradables, generados a partir de su propia autooxidacion.?*** Por lo
tanto, un AE con alto contenido de MF, debido a su potencial toxicolégico, dificilmente puede

superar los controles minimos de calidad para ser utilizado con fines alimenticios.

La segunda via metabdlica en importancia cuando se han ingerido grandes
concentraciones de PUL es la VIA B, la cual involucra la hidroxilacién del C5 de la PUL (24)
para formar 31, la generacién de 32 por deshidratacion, una posterior hidroxilacion 33 y
finalmente, una conjugacién con GSH y/o acido glucurénico.*® En los mamiferos, las vias
oxidativas estan catalizadas por enzimas especificas pertenecientes al sistema Citrocomo
P450 (CYP-450). Curiosamente, la biotransformacion in vivo de PUL a MF en las plantas de
la especie Mpi, también estdn mediadas por enzimas CYP-450 y los compuestos intermedios
son coincidentes con los de la biotransformacion en los mamiferos.®® Asi, como puede
apreciarse en la Figura 1, la biosintesis normal de la PUL (8) tiende a la formacion de los
compuestos 9 a 12, pero si las condiciones ambientales de la planta son hostiles (altas
temperaturas, baja luminosidad, estrés hidrico, etc.),*’ la biosintesis se orienta en gran medida

hacia la formacion de MF (13), lo que justifica su excesiva concentracion en determinados AE.
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Las vias metabdlicas usuales cuando se ingieren bajas concentraciones de PUL,
involucran fundamentalmente a la VIA D (conjugacion directa con GSH), a la VIA C;
(reduccién de 24 a 34 y posterior isomerizacion reversible a 35 mediante posibles radicales
libres intermedios),3%33° y/o la VIA C; (reduccion de 24 a 36 y 37). Para el caso de las vias
metabdlicas C1 y C,, los metabolitos generados siguen procesos oxidativos que conllevan a

posteriores glucuronidaciones y/o conjugaciones directas con GSH.*
Absorcién dérmica e inhalatoria

Aungue no existen estudios dérmicos e inhalatorios formales,*® se ha demostrado que
la mentona, el mentol y la PUL podrian facilitar significativamente la absorcién transdérmica
de farmacos tanto lipofilicos como hidrofilicos. Aunque en menor grado que los dos primeros,
la PUL debilitaria la barrera de permeabilidad del estrato cérneo (la capa mas externa de la
epidermis) por interaccion con la partes lipofilicas y polares de los lipidos intracelulares.>® En
cuanto a la absorcion inhalatoria, investigaciones recientes han demostrado que la PUL es un
potente irritante de las vias respiratorias inferiores (traquea-bronquios-pulmones) y que actda

como ligando de los canales iénicos TRP (Transient receptor potential).>®

Los TRP (tales como TRPAL1,TRPV1 y TRPMS8), son proteinas modulares que forman
canales en las membranas celulares y que, al ser estimuladas de forma térmica, mecéanica o
quimica, activan una corriente catiénica de Na*/Ca?* responsable de las sensaciones de dolor,
ardor, picor y frescor (como la causada por el mentol y los agentes de enfriamiento) entre
otras. 2>%° En particular, la PUL actuaria como un potente agonista del canal TRPA1 (asociado
directamente con la irritacion y el dolor) y como activante parcial del canal TRPV1y del TRPM8
(vinculado con la sensacion resfrescante producida por sustancias como el mentol). En este
ultimo caso, se ha detectado que la PUL podria incluso hasta inhibirlo, intensificando aun mas

sus efectos irritantes.>®

1.6 Toxicidad de la (R)-(+)-pulegona

El interés toxicoldgico por la PUL comenzo a profundizarse a partir del afio 1979 con
la publicacion de dos casos de mujeres jovenes que habian ingerido AE de Mpo con fines
abortivos y de las cuales una fallecié.** Otros casos reportados,*® inclusive el deceso de un
lactante al cual se le habia suministrado una infusion de Mpo como aliviador de célicos,*
motivaron una intensa investigacion que, durante las ultimas cuatro décadas, permitid
comprender su metabolismo, toxicidad y establecer un marco regulatorio al respecto.3" 3943 En
términos generales, la toxicidad de esta sustancia puede ser comprendida a partir de cuatro

indicadores interrelacionados y complementarios entre si:
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Estructura

Estudios metabdlicos en roedores permitieron asociar la toxicidad de la PUL (y MTO
relacionados), a la unidad estructural “a-isopropiliden cetona” (Figura 2).2%%° La facil
hidroxilacién del carbono alilico (C9) del grupo isopropilideno (isopropyliden group) en
posicién syn con respecto al carbonilo y la deslocalizacion electrénica entre éste y el doble
enlace conjugado, propician la formacién de compuestos altamente téxicos como el MF. No
obstante, determinadas reacciones efectuadas durante el transcurso de las vias metabodlicas
B, C4, C2 y D demuestran que pueden originarse compuestos de menor toxicidad e inclusive,
inocuos, tras la modificacion de dicha unidad estructural (Figura 5). Asi, los compuestos 32,
35 y 42 poseen una hepatotoxicidad relativa inferior a la PUL mientras que los compuestos
34, 36, 37, 39, 40 y 41 no la manifiestan.3>36.60

generacion de un doble
enlace conjugado entre

los C5y C6
piperitenona
A
/‘s’o

(2R,5R)-(+)-cis-isopulegona ’ ”'

00 <5, & P 2-isopropilidenciclohexanona
S0, 0%, ‘ >
o) <& @
, °
isomerizacién del enlace
reduccion de la FO (C=C) a una posicion
cetona endociclica
60\ - 41 : ©
(\\'boe | 24 /e, /\
‘o\ee o© O'(,o -
10
s

Y
(1R,5R)-pulegol o Ny (S)-(+)-piperitona
S (R)-(+)- pulegona g
B g‘\)‘? s 08
eliminacién del grupo
isopropilideno
ylo
36 : 0 6] Y Y OH
: 37 40 :
PN PN
(2S,5R)-(-)-mentona (2R,5R)-(+)-isomentona (1R,2S,5R)~(-)-mentol
® Compuestos de menor toxicidad 39 @)
@ Compuestos sin toxicidad (R)-3-metilciclohexanona

Figura 5. Principales modificaciones estructurales de la (R)-(+)-pulegona llevadas a cabo durante las
vias metabdlicas de oxidacién secundaria y de reduccion.
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Otro aspecto estructural importante es el estereoquimico. En cierto modo, la toxicidad
es una cuestion estereoespecifica (o al menos, estereoselectiva), por ejemplo, observaciones
histopaldgicas y mediciones plasmaticas efectuadas en humanos con una enzima indicadora
de enfermedades hepaticas como es la transaminasa glutdmico-pirtvica, revelaron que la (S)-
(-)-pulegona presenta una toxicidad equivalente a un tercio (33,33%) de la (R)-(+)-pulegona,®®
es decir, un 67% inferior. Esto puede ser explicado a partir de la estereoespecifidad de una
enzima desconocida (o de identidad controvertida) que hidroxila el C9 de la (R)-(+)-pulegona
transformandola en MF. Para el caso de la (S)-(-)-pulegona, en cambio, la enzima hidroxilaria

su C10 dificultando la generaciéon de MF y por lo tanto, disminuyendo su potencial toxicidad.3*

Bioactivacion

Para que la toxicidad de la PUL se manifieste, es imprescindible su previa bioactivacion
por accidn enzimatica, es decir, su transformacién en compuestos de elevada toxicidad
durante la via metabdlica A o via principal frente a grandes concentraciones de PUL. La
oxidacion de la misma, se lleva a cabo en el higado de los mamiferos a través de enzimas
CYP gue generan compuestos muy reactivos como el MF (27), a partir del cual se derivan
otros altamente electrofilicos como el 28 y el y-cetoenal (29).35394748 Este (iltimo, reacciona
con los grupos nucleofilicos de las proteinas del higado formando aductos covalentes que
modifican las estructuras proteicas provocando una insuficiencia hepatica caracterizada por

una degeneracién centrilobular y necrosis celular.44

También se ha evidenciado, en menor medida, necrosis pulmonar, renal y bronquial,®
(para este ultimo caso, solo en roedores suministrados con MF).* Las enzimas CYP-450 no
solo cumplen un rol fundamental en la bioactivacion de la PUL sino que, ademas, potencian
su toxicidad. Al tratarse de enzimas facilmente inducibles por diferentes sustancias, se ha
observado que el tabaco y el consumo de alcohol incrementa su toxicidad.*¢ Mientras que la
genotoxicidad no ha podido ser demostrada, existen evidencias de efectos carcinogénicos en
roedores (carcinomas hepaticos, metaplasia pulmonar y otros tipos de neoplasias)®® que, a

juicio de los referentes cientificos, deben ser investigados con mayor profundidad.*®

Reactividad

Masomeh y col.3! calcularon de forma tedrica las energias de los orbitales frontera
HOMO-LUMO (highest occupied and lowest unoccupied molecular orbital) de los principales
componentes de la Mpi para determinar sus estabilidades y reactividades relativas (Tabla 7).
La diferencia energética (AEcap) entre el orbital HOMO (donante de e7) y el LUMO (aceptor de
e) es un valioso indicador de la estabilidad termodinamica molecular (a mayor AEgap, mayor

estabilidad y menor reactividad). Como puede observarse en la Tabla 7, tanto la PUL como el
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MF son los menos estables y por lo tanto, los mas reactivos.3! Entre ambos compuestos, la
PUL es la que posee un menor AEgap, 0 que evidencia la reactividad de la unidad estructural
a-isopropiliden cetona analizada previamente. Pero la reactividad de ambas sustancias no
solo repercute en el aspecto biolégico sino que, ademas, tiene incumbencia directa sobre lo
tecnologico. En efecto, la estabilidad de un AE es muy importante durante su almacenamiento.
La reactividad de la PUL y del MF propiciarian la isomerizacion de los MTO, el incremento de
la densidad por polimerizacion vy, junto a la facil oxidabilidad del MF (asociada a la formacion
de productos perjudiciales para el aroma), darian cuenta de las principales causas del

envejecimiento de los AE.

Tabla 7. Valores energéticos de los orbitales frontera HOMO-LUMO para los principales componentes
de la Mpi calculados de forma tedrica mediante el conjunto de bases Hartree-Fock model 3-21G (en
medio acuoso) del software Spartan 10 V1.1.0.3¢

Compuestos ‘ HOMO (eV) ‘ LUMO (eV) AEgap(eV)
Mentol -10,9 6,0 16,9
Cineole -10,1 6,3 16,4
Acetato de mentilo -11,0 5,0 16,0
Mentona -10,6 4,2 14,8
Isopulegol -9,7 50 14,7
Isomentona -10,3 4.4 14,7
Limoneno -9,1 5,0 14,1
Mentofurano -8,4 4.8 13,2
Pulegona -9,3 3,3 12,6

Para predecir los posibles sitios reactivos en las moléculas de los principales
componentes de la Mpi, estos mismos autores han calculado sus correspondientes Mapas de
Potencial Electrostatico (MPE o simplemente mapas de potencial), es decir, los diagramas
tridimensionales aportados por la quimica computacional que representan la distribucién de
carga en una determinada especie quimica.?® Para su interpretacion, se hace uso de una
convencién de graduacion de colores donde el rojo representa la mayor densidad electronica,

el verde la neutralidad y el azul la menor densidad electrénica.

Desde este contexto, como puede apreciarse en la Figura 6, tanto la PUL como el MF
presentan, en comparacion con el mentol, evidentes zonas nucleofilicas de alta densidad
electronica (color rojo) capaces de reaccionar con electréfilos y, al mismo tiempo, sectores
electrofilicos (color azul) capaces de ser atacados por nucledfilos. Si bien la reactividad de
estos sectores electrofilicos no se manifiestan en todos los procesos de transformacion
metabdlica representados en la Figura 4, se evidencian durante el transcurso de las
oxidaciones y conjugaciones con acido glucuronico (reacciones de Fase 2) que el lector puede

consultar en el trabajo de Cohen y col.®
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Pulegone Menthofuran

Figura 6. Mapas de Potencial Electrostatico de la PUL y el MF en comparacién con el mentol realizado
con la base Hartree-Fock de geometrias optimizadas del conjunto basico 3-21G.3!

Dosis

En este trabajo se entiende por dosis a la cantidad total de una sustancia (por ejemplo,
un compuesto quimico o un nutriente) suministrada, consumida o absorbida por un organismo,
poblacion o ecosistema individual.®® Como ya se ha expresado, los AE con bajas
concentraciones de PUL no son téxicos puesto que ésta se metaboliza completamente
mediante la conjugacién directa con GSH. Frente a grandes dosis de PUL la concentracién
de GSH disminuye drasticamente (75% en 3 h),3%® el metabolismo se satura y queda PUL
sin conjugar que se bioactiva generando metabolitos extremadamente hepatotdxicos. La
especie Mpo es la que presenta mayor hepatotoxicidad (la ingesta de 10 mL de AE puede
producir dafios moderados o severos y 15 mL o0 mas, pueden ocasionar la muerte).*¢*¢ Como
se abordara en el proximo apartado, el Comité de Expertos en Sustancias A/S (CEFS) del
Consejo de Europa establece una ingesta diaria tolerable (IDT) de 0,1 mg/kg de peso corporal
por dia (pcd).8

1.7 Contexto normativo: concentraciones maximas permitidas, IDT

La legislacion sobre los AE esta supeditada al uso para el cual se destinen. Para fines
alimenticios, son evaluados como A/S y confirmados por al menos tres organismos
independientes autorizados: la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), la
Asociacion de Fabricantes de Aromas y Sabores (FEMA) de USA y el Comité Mixto de
Expertos sobre Aditivos Alimentarios (JECFA) bajo la supervision de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) y la Organizacion para la Alimentacién y la Agricultura (FAO).8 A partir de
ahi, pueden o no ser incorporados por los diferentes paises (o0 grupos de paises) a través de
organismos especificos (FDA), codigos alimentarios (CAA), farmacopeas y demas
reglamentaciones de salud publica.
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La Comunidad Europea (CE o EC) ha determinado mediante el Reglamento 1334/2008
(que reemplaza a la Directiva 88/388 EEC preexistente), las concentraciones maximas de
PUL y MF que deben contener los alimentos adicionados con A/S de menta. Para ambas
sustancias se establece que las concentraciones maximas son dependientes de los tipos de
alimentos que las contengan, y que ninguna puede ser adicionada como tal a los productos
alimenticios ni a los A/S.*¢ Actualmente, el CAA continlla manteniendo incorporada la antigua
Directiva 88/388 EEC por lo que la descripcién de los tipos de alimentos y sus contenidos

maximos de PUL no son coincidentes con los especificados por la CE (Tabla 8).14¢

Tabla 8. Niveles maximos permitidos de PUL y MF conforme al Reglamento 1334/2008 y al CAA.

Reglamento 1334/2008 Comunidad Europea (CE) Mentofurano™ Pulegona™

Tipo de alimento Concentracion Max. (mg/kg)
Bebidas no alcohdlicas a base de menta 300 20
Bebidas alcohdlicas a base de menta sin especificar 100
Productos de confiteria que contienen menta, excepto 500 250
las micropastillas para refrescar el aliento

Goma de mascar 1000 350
Micropastillas para refrescar el aliento 3000 2000

* No debe ser adicionado como tal a los productos alimenticios o a los A/S.

CAA. Capitulo XVIIl Aditivos Alimentarios (Resolucion GMC N° 10/06). Pulegona*

Incorporado del Anexo Il de Ia ex Directiva 88/388 EEC

- Concentracion
Tipo de alimento Méx (ma/kg)
Alimentos 25
Bebidas 100
Excepciones y/o restricciones especiales
Bebidas aromatizadas con menta 250
Productos elaborados con menta (pastillas, caramelos y otros) 350

* No debe ser adicionado como tal a los productos alimenticios o a los A/S. Puede aparecer en el producto
alimenticio en estado natural, luego de la adicién de A/S preparados a partir de materias primas naturales.

Segun el Comité de Productos Medicinales Herbarios (HMPC), las estimaciones de
ingesta per capita de PUL son muy variables y es dificil contabilizar una evaluacién general
de su exposicion.*® Dentro de este contexto, existen datos muy controversiales, por ejemplo,
mientras que el CEFS establece una ingesta diaria tolerable (IDT) de 0,1 mg/kg de peso
corporal por dia (pcd), la UE recomienda una dosis maxima de 1,2 mL por dia de AE de Mpi.
De acuerdo a esto, considerando un AE de Mpi con una d33= 0,916 y un contenido maximo
de PUL de 32,97 mg; una persona de 50 kg ingiere una dosis de 0,66 mg/kg pcd, claramente
superior al IDT.*® En esta investigacion se tomara al IDT como parametro de disminucién del

porcentaje de PUL (en pagina 60 del Anexo se presenta un ejemplo para su célculo).

El IDT es un indice de toxicidad utilizado para evaluar riesgos en los alimentos y es
obtenido a partir de estudios de dosis-respuesta para minimizar la exposicion hacia los

contaminantes quimicos. Representa una estimacion de la cantidad de sustancia presente en
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un alimento o agua potable “que no es agregada deliberadamente” y que puede ser ingerida
diariamente por un individuo a lo largo de su vida sin presentar un riesgo apreciable para su
salud.®! Se diferencia de la ingesta diaria admisible o aceptable (IDA), en que ésta Ultima se
refiere a sustancias “que si son agregadas deliberadamente”a los alimentos como es el caso
de los aditivos alimentarios. Como la (R)-(+)-pulegona no es un aditivo, se habla en términos
de IDT y no de IDA. Dentro de este contexto, el consumo de sustancias que aun siendo
téxicas, se encuentran asociadas inevitablemente a alimentos sanos y nutritivos, el término

tolerable lleva implicito el significado de permisibilidad en lugar de aceptabilidad.®?

1.8 Estandarizacion y parametros de calidad para los aceites esenciales de
menta

En las ultimas dos décadas se ha incrementado el interés, tanto de los consumidores
como el de los empresarios, por los productos naturales de origen vegetal.’® Esta preferencia
puede comprenderse desde diferentes perspectivas, por un lado, cierta parte de la poblacién
ha optado cada vez mas por consumir alimentos naturales (minimamente procesados y sin
aditivos sintéticos) y por el otro, los empresarios han vislumbrado un medio para promocionar
sus productos. En efecto, ademas de actuar como A/S, los AE han demostrado importantes

actividades biolégicas con potenciales beneficios para la salud.

Sin embargo, dentro de la seleccién de los alimentos naturales hay que tener presente
gue natural no es sinénimo de inocuidad. Existen sobrados ejemplos de alimentos naturales
gue, como en el caso de los AE de menta, poseen compuestos quimicos potencialmente
peligrosos para la salud como es el caso de la (R)-(+)-pulegona. Desde esta perspectiva,
resulta evidente la importancia que tiene la estandarizacion y el uso de normas de calidad
para el andlisis y control de los AE, mas aun, si se tiene en cuenta la enorme versatilidad que

existe entre lo que el mercado exije y lo que la naturaleza ofrece.®

La estandarizacion surge como una necesidad de normalizar la calidad de un producto
y no solo para cumplimentar con las exigencias industriales que requieren las mismas
caracteristicas (con independencia del origen, afio y época de cosecha) si no que, ademas,
surge como una obligacién para asegurar la inocuidad de los mismos.® Dentro de este
contexto, los AE en general y los de menta en particular, deben cumplimentar con una serie
de exigencias normativas que, para el caso particular de la Republica Argentina, estan
especificadas en el CAA a través de los Articulos N° 1300 (incisos 28,30 y 31) y N° 1302 del
Capitulo XVI: Correctivos y Coadyuvantes y las técnicas para llevarlas a cabo, regladas
mediante Normas IRAM-SAIPA, IRAM, ISO y por la Farmacopea Argentina, las cuales se

resumen y exponen en el Anexo de esta memoria.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Realizar una revisidbn e investigacion bibliografica sobre las reacciones quimicas

destinadas a disminuir el contenido de (R)-(+)-pulegona en aceites esenciales de menta de

uso alimenticio, en particular, de las especies Mentha x piperita L. (Mpi) y Mentha arvensis L.

(Mar). Incluyéndose, ademas, la Mentha pulegium L. (Mpo) por su importancia toxicoldgica.

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

d)

Confeccionar un cuadro integrador de las diferentes denominaciones (nombres comunes,
botéanicos y sinbnimos), aplicaciones y porcentajes relativos de PUL de las principales
mentas de uso alimenticio, junto al de las hierbas silvestres poleo y peperina para que
pueda ser utilizado como marco de referencia y advertencia ante posibles usos o

aplicaciones erréneas.

Especificar y describir los indicadores de toxicidad de la pulegona en relacién a su

estructura, bioactivacion, reactividad y dosis para justificar sus efectos hepatotoxicos.

Dilucidar y fundamentar los mecanismos de reaccién implicados en las diferentes
reacciones destinadas a disminuir el contenido de (R)-(+)-pulegona en los AE de las
especies de menta analizadas en este trabajo, para evaluar posibles modificaciones que
permitan optimizar las condiciones experimentales, la calidad de los productos y el

rendimiento de los mismos.

Contrastar las diferentes ventajas y desventajas de las metodologias investigadas a modo
de directrices fundamentales que permitan ser consideradas en futuras lineas de

investigacion.

Proporcionar el fundamento y el interés analitico de los diferentes ensayos exigidos por
los organismos de control en relacibn a la determinacion de las propiedades
organolépticas, fisicoquimicas y cromatograficas que permitan constatar y estandarizar la

calidad de los aceites esenciales de menta.
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3 DESARROLLO DE LA INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA

Este trabajo de investigacién bibliografica se enmarca dentro de una metodologia de
caracter cualitativo. La busqueda bibliografia se realizd a partir de la consulta efectuada en
las siguientes bases de datos: Web of Science, Google Scholar, Google Book, SciFinder
Scholar, Scopus, PubMed, ScienceDirect, Elsevier y SCIELO mediante las siguientes palabras
claves (keywords): pulegone, reduction pulegone, mentha, essential oil, mentha essential oil,
pulegone toxicity, regulation pulegone, mentha piperita, mentha arvensis, mentha pulegium y

mentha spicata.

La eleccién de la bibliografia se realizé en funcion de los correspondientes indices (en
el caso de libros y monograficos tantos digitales como en soporte papel) y en funcién de las
palabras claves presentes en los titulos de los trabajos de investigacion y de la informacion
proporcionada en sus correspondientes resumenes. Ilgual metodologia fue implementada para
la consulta de patentes. Una vez seleccionada la bibliografia, en el caso de los libros se
analizaron los correspondiestes capitulos y en el caso de las revistas y patentes se analizaron
sus objetivos, el marco tedrico y metodoldgico, los resultados, conclusiones y las referencias
bibliograficas. A partir de dicho analisis preliminar, todo el material se dividié en categorias
que, sin animo de ser taxativas, permitieron abordar la investigacion desde diferentes

aspectos: a) biosintético, b) toxicolégico, c) normativo, d) quimico y e€) experimental.

3.1 Disminucion del contenido de pulegona en aceites esenciales de menta
mediante reacciones quimicas

Los AE en general, y los de menta en particular, son estratégicos reservorios naturales
de compuestos con importantes actividades bioldgicas y de sustancias quirales (chiral pool)
de bajo costo y gran disponibilidad para sintesis enantioselectiva.'® Recientemente, estudios
llevados a cabo mediante acoplamiento molecular (molecular docking), revelaron la posible
utilidad de la PUL y otros MTO como potentes inhibidores de la proteina SARS-CoV-2 del
COVID-19.% Al tratarse de recursos renovables y facilmente asequibles, representan ademas,
una fuente de sustratos muy valorados en semisintesis quimica para obtener compuestos

similares a los aislados de la naturaleza pero con propiedades diferentes.®

En este sentido, la modificacion estructural de un compuesto quimico econémico y
renovable como la PUL, para obtener sustancias de mayor valor sintético (especialmente para
la industria farmacedutica) o comercial (como el mentol y sus isémeros), con propiedades
fisicas, quimicas, organolépticas y biolégicas distintas (Figura 7), cuenta con amplios

antecedentes bibliogréficos.
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(1R,2S,5R)-(-)-isopulegol  (1R,2S,5R)-(-)-mentol

Figura 7. Compuestos de mayor valor sintético o comercial factibles de obtener a partir de la
modificacion estructural de la (R)-(+)-pulegona (adaptado de Kumar y col.).6®

Dado que los AE de menta con porcentajes de PUL que exceden a los normados son
considerados industrialmente indeseables para fines alimenticios, cosméticos o medicinales,
la mayoria de las investigaciones relacionadas con dichas transformaciones se han
desarrollado con el objetivo de convertir a la (R)-(+)-pulegona en compuestos de mayor valor
sintético o comercial, y no para disminuir su concentracién y permitir que los AE sean
utilizados especialmente por la industria alimentaria. Lo expresado puede corroborarse con la
reciente revision realizada por Kumar y col., quienes resumieron los principales métodos de

conversion estructural de la PUL mediante reduccion catalitica selectiva (Tabla 9).%°

Si bien los autores proporcionan un andlisis critico en relacién a las ventajas y
limitaciones de cada uno de ellos, concluyen que su posible aplicacién en el contexto de los
AE debe ser objeto de investigacion, particularmente, en lo relacionado con la funcionalidad
de los catalizadores. En efecto, dado que la reaccion de transformacion se lleva a cabo en los
centros activos de los catalizadores, éstos pueden sufrir procesos de envenenamiento y una
consecuente disminucion de actividad debido a la presencia de los demas constituyentes de
los AE.

Pero no solo es una cuestion de rendimiento en el proceso de conversion por parte del
catalizador sino que, ademas, toma preponderancia la posible modificacién de la compleja

fitoquimica del AE dando lugar a la aparicién de propiedades organolépticas, fisicas y
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guimicas indeseables. En este sentido, Kumar y col. expresan que han desarrollado
catalizadores heterogéneos con metales de transicidn escasos en la naturaleza (tierras raras)
que permiten, mediante estrategias one pot (en un solo reactor y sin separaciones y/o
purificaciones posteriores), convertir la PUL en compuestos de gran valor comercial como
mentol, mentona, isomentona, timol, etc. en condiciones muy suaves.® Si bien los autores
proporcionan citas de sus propias investigaciones patentadas, éstas no pudieron ser

consultadas por no encontrarse publicadas.

Tabla 9. Principales métodos de conversion estructural de la PUL mediante reduccion catalitica
selectiva (adaptado de Kumar y col.)2

Productos de

Sistema catalitico

Referencias

reduccion
Mentona e Catalizador de Pt soportado sobre SiO2 para obtener | Vetere y col.,
Isomentona | mentona (28%) e isomentona (30%). Selectividad: 58% 2002 6
Ni Raney + B-ciclodextrina (BCD). Selectividad: 98% Ravi y col,
1999 &7
Hidrogenacion mediante Pd/Alz0s bajo CO: supercritico. | Bogel-Lukasik,
Selectividad: 98,6%. Proceso muy costoso con elevada | 2015 %8
inversion tecnologica.
Hidrogenacion electrocatalitica con &nodos de Niy catodos | Lima y col.,
de Fe/Niy Cu. Selectividad (65-68%). Proceso muy costoso. | 2008 5°
Mentol y sus | Catalizadores bimetdlicos sin grupos organicos PtSn-BM. | Vetere y col.,
isbmeros Selectividad: 83%. PtSn/SiO2. Selectividad: 99% 2002 %6
Ni Raney + B-ciclodextrina (0.1) + 0.3 mL de NaOH al 10%. | Ravi y col,,
Selectividad: 95.4%. 1999 67
Pulegol y sus | NaBH4 + derivados de B-ciclodextrinas (BCD) + disolucién | Ravichandran
isbmeros alcalina para dar cis (-) pulegol. Selectividad: 99% y col., 1996 °
NaBH4 para producir cis (-) pulegol (86%) mas mentol e | Vetere y col.,
isomeros (14%). 2002 %6
Timol Proceso de reduccion con CO2 supercritico + Rh/Al203 + Hz | Bogel-Lukasik,
a presion. Selectividad: 99,8%. Proceso extremadamente | 2015 58
costoso.
Carvona Proceso de reducciéon con CO: supercritico + Ru/Al20z + H2 | Bogel-Lukasik,
a presion. Selectividad: 99,4%. Proceso extremadamente | 2015
costoso.

En 1984, Blackwell y col., patentan un procedimiento para estabilizar el AE de Mpi
mediante la disminucién del contenido de MF.>* El objetivo, netamente tecnolégico y no
toxicolégico, estd centrado en la disminucion del MF, sustancia facilmente oxidable y
responsable de la formacion de compuestos “off-note”, es decir, sustancias con “notas” o
“sensaciones al olfato” desagradables y perjudiciales para el AE.1®% Se trata de una reaccion
periciclica de Diels-Alder o reaccion de cicloadiciéon [4+2] donde el MF (dieno) reacciona con
anhidrido maleico (diendfilo o filodieno), originando aductos que cristalizan a baja temperatura

y se eliminan por filtracién tras la reaccion (Figura 8).%* El término “aducto” (adduct) hace
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alusion a los productos obtenidos mediante reacciones de adicién, donde dos especies Ay B
se combinan para formar una nueva sin pérdidas de atomos.?* Como las propiedades
fisicoquimicas y organolépticas del AE no se ven afectadas, es un antecedente importante en
tiempos donde no existia tanto interés y demanda de productos naturales o exentos de
aditivos artificiales. En esta misma linea, nuevos diendfilos como las maleimidas N-sustituidas
(imidas insaturadas derivadas del anhidrido maleico), fueron empleadas para disminuir el

contenido de MF en AE de la especie Mpi.”

0O
+ 25-50 °C ‘ ?
Z O —_—
O 5h "
_ O
(@]
(0]

mentofurano anhidrido maleico aducto de mentofurano-anhidrido maleico
(dieno) (diendfilo)

Figura 8. Reaccion de Diels-Alder para la disminucién del contenido de MF en un AE de Mpi, segun la
metodologia propuesta por Blackwell y col.>*

La disminucién del contenido de PUL in situ, es decir, en el contexto de los AE que la
contienen, plantea al menos tres desafios importantes: 1) lograr su disminucién sin modificar
negativamente tanto la fitoquimica del AE como sus caracteristicas organolépticas, 2) que la
transformacion sea eficiente, es decir, que en caso de utilizar catalizadores éstos no se
envenenen por la presencia de los demas constituyentes y 3) que la metodologia sea
econdmica, segura en términos de salubridad y responda a los principios de la quimica verde.
En el préximo apartado se abordara el analisis de reacciones especificas para disminuir el
contenido de PUL en los AE de menta de uso alimenticio y los desafios expuestos, obraran
como principios rectores para obtener conclusiones fundadas que permitan su posible

utilizacién en el contexto planteado por este trabajo.

3.2 Reacciones quimicas especificas para disminuir el contenido de pulegona
en aceites esenciales de menta de uso alimenticio

De la exhautiva revision bibliografica efectuada solo se han encontrado dos reacciones
especificamente destinadas a disminuir el contenido de (R)-(+)-pulegona en AE de menta de
uso alimenticio (reacciones Ay B). Dado que la reaccion B utiliza el mismo reactivo empleado
para purificar y cuantificar aldehidos y cetonas mediante la formacion de aductos por adicion
de sulfito de sodio neutro, esta reaccion (C) serd analizada, también, como un posible
procedimiento tendiente a disminuir el contenido de PUL en diferentes AE de menta.
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3.2.1 Reaccién A: Disminucion del contenido de mentofurano y pulegona mediante
una reaccion de Diels-Alder

Fundamentacion tedrica

El método fue patentado por Sonya S. Johnson de la Wrigley Company (USA) en el
afio 1993 (U.S. Patent 5,204,128) y consiste en un procedimiento para disminuir de forma
conjunta tanto el contenido de PUL como el de MF en los AE de las especies Mpi
(principalmente), Mar y Msp. Se trata de una reaccién de Diels-Alder donde el MF actiia como
dieno y la PUL como diendfilo en presencia de un acido de Lewis (HCI) como catalizador.®®
La eficiencia de la reaccion se puede evaluar teniendo en cuenta tanto la estructura de las
especies reaccionantes como el diagrama de orbitales moleculares frontera (FOM) de las
mismas (Figura 9).”? En una reaccion de Diels-Alder de demanda electrénica normal, es decir,
donde participan un dieno rico en electrones y un diendfilo electrénicamente deficiente, la
principal interaccion se produce entre el HOMO del dieno y el LUMO del diendfilo. Cuanto
menor diferencia energética y mayor solapamiento exista entre ambos orbitales, la reaccion

ocurrira de forma mas rapida y eficiente.”

1 1
2 = 6 2 6
————
3 XN ” 3 5

4
bondii
N R i
of diene O O N
: C/QQ
0 U

4

~

0.~k

P Q/O LUMO
bonding / —~C&_ of dienophile

interaction O

dienophile

Both reactive sites have constructive orbital
overlap between the lobes

This helps to explain why the Diels-Alder reaction
is favorable

Figura 9. Representacion esquematica y diagrama de orbitales moleculares frontera de una reaccién
de Diels-Alder.”?

En 1960, Yates y Eaton descubrieron que un acido de Lewis como el tricloruro de
aluminio (AICIls) era capaz de activar y acelerar la cicloadicion de Diels-Alder, lo que supuso

un gran avance para este tipo de reacciones.” El proceso de activaciéon puede comprenderse
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como un proceso de coordinacion entre el acido de Lewis y el grupo carbonilo contiguo al
doble enlace del grupo isopropilideno de la PUL (que es el que actia como diendfilo). Ademas
de HCI y AICIs;, Johnson expresa que otros tipos de acidos de Lewis pueden ser utilizados:
trifluoruro de boro (BFs), estearato de trifluoruro de boro (BF3C:Hs), tetracloruro de estafio
(SnCls), trioxido de azufre (SOs) e hidruro de aluminio (AlHs).>® En todos los casos, la influencia
de estos acidos de Lewis puede explicarse a partir de los diagramas de orbitales moleculares

frontera.

La coordinacion de un acido de Lewis reduce la diferencia energética entre el HOMO
del dieno y el LUMO del diendfilo y al mismo tiempo, aumenta la diferencia energética entre
el HOMO del diendfilo y el LUMO del dieno, propiciando asi, una estabilizacién del complejo
reactivo y una mayor rapidez de la transformacion.”® De acuerdo al procedimiento propuesto
por Johnson, los productos de reaccién son cicloaductos de Diels-Alder entre las especies
MF-PUL y MF-MF de elevado punto de ebullicion (Figura 10) que pueden separarse facilmente

del AE mediante destilacion al vacio.>®

acido de
+ Lewis
= o) O—>

o

mentofurano pulegona
acido de
+ Lewis + otros aductos
“o o — ﬁ’ de Diels-Alder
mentofurano mentofurano

Figura 10. Formacién de aductos (MF-PUL y MF-MF) mediante una reaccién de Diels-Alder en un AE
de Mpi segln la metodologia propuesta por Johnson.%%

Procedimiento experimental

Ejemplo 1: 200 g de AE de Mpi “Prime Natural” Yakima peppermint oil (A. M. Todd Company,
Kalamazoo, Mich. U.S.A)
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En un matraz redondo de 1000 mL se afiade AE de Mpi (200 g) y HCI (12N; 2 mL). Se
coloca el matraz sobre una plancha calefactora, se adapta a un sistema de reflujo, se coloca
un termdémetro y se calienta con agitacion constante a una temperatura de 60 °C por espacio
de 5 h a presién atmosférica normal. Al inicio de la reaccion y a intervalos de 1 h se toman
muestras para ser analizadas mediante GC-MS. Tras 5 h, la mezcla se transfiere a un frasco
de vidrio &mbar de 500 mL donde se neutraliza con NaOH durante 30 min. A continuacion, se
separa la fase acuosa por filtracién y se deshidrata con Na,SO,4. Posteriormente, se filtra
nuevamente y se procede a purificar el AE mediante destilacion al vacio (0,6 a 1,0 mm Hg)
con agitacion constante y a una temperatura que se incrementa gradualmente hasta los 74 °C

durante 4 h. Rendimiento del proceso de purificacion: 55%.

Identificacion y cuantificacion de mentofurano y pulegona

La monitorizacion de la reaccién y la cuantificacion de MF y PUL fue llevada a cabo
mediante GC-MS, utilizandose una columna capilar tubular abierta de silice fundida de 60 m
(metil silice tipo OV-1) y una inyeccién de un microlitro de AE dividido en una proporcién (80:1).
El programa de temperatura se mantuvo a 70 °C durante 3 min y se aumenté posteriormente

arazén de 3° por min hasta los 220 °C, temperatura a la cual se llevd a cabo la determinacion.

Resultados: analisis y discusion

Segun la autora, la inexistencia en los AE de Mpi de otros dienos y diendfilos
interferentes, propicia la disminucion del 29% de PUL y del 51% de MF tras 5 h de reaccién
(Tabla 10). Sin embargo, como el MF se encuentra en menor proporcion que la PUL, siempre
se debe afiadir una cantidad extra de este compuesto o de otro dieno (que no se especifica)
para que la reaccion se complete.>® A diferencia del MF que puede actuar como dieno y como
diendfilo, la PUL solo puede hacerlo como diendfilo puesto que, estructuralmente, no es un

dieno reactivo que permita llevar a cabo una reaccién de Diels-Alder.

Tabla 10. Porcentajes de MF y PUL determinados mediante GC-MS durante el transcurso de una
reaccion de Diels-Alder con un AE de Mpi.%®

Tiempo (horas) % mentofurano (MF) % pulegona (PUL)

0 4,60 3,12
1 2,96 2,26
2 2,84 2,39
3 2,62 2,15
4 2,41 2,03
5 2,26 2,21

El requerimiento de AE con concentraciones mayores de MF que de PUL, o al menos
similares, supone una gran limitacién para la reaccion puesto que, como hemos comprobado

en nuestras investigaciones, solo los AE de las especies Mpi y Mpo presentan MF y, como
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puede apreciarse en la Tabla 11, su presencia es muy baja.>® Frente a esto, seria necesario
afadir grandes cantidades de MF, un compuesto hepatotoxico exhaustivamente regulado por
las autoridades sanitarias. Aun asi, y aunque Johnson no lo manifieste, de la Tabla 10 se
puede inferir que los estados de transicion de los aductos MF-MF estarian mas favorecidos
gue los MF-PUL (de ahi el escaso porcentaje de disminucion de PUL). Sin embargo, esto
propiciaria la investigacion de nuevos dienos que no sean téxicos y que posibiliten reacciones
con mayores rendimientos. Dentro de este contexto, el 1,3-ciclopentadieno y el furano no

podrian ser utilizados, por el olor desagradable del primero y la toxicidad del segundo.

Tabla 11. Porcentajes de MF y PUL en AE comerciales de diferentes especies de mentas determinados
mediante GC.53

Especies de mentas % mentofurano (MF) % pulegona (PUL)

Mentha pulegium L. (Mpo) menor a 0,2 76,6
Origen Marruecos. CAS N° 8013-99-8

Mentha x piperita L. (Mpi) 0.2 1,7
Origen Paraguay. CAS N° 8006-90-4 '

Mentha arvensis L. DMO (Mar) no detectado 1,0

Origen India. CAS N° 68917-18-0
Mentha spicata L. (Msp)
Origen India. CAS N° 8008-79-5

no detectado no detectada

A pesar de las limitaciones expuestas, se trata de un procedimiento sencillo y
econdmico (aunque con bajos rendimientos), aplicable tanto a pequefia como a gran escala y
sin residuos perjudiciales para el medioambiente. Dado que la fitoquimica del AE solo se
modifica en relaciéon a la PUL y el MF, esto no alteraria el flavor general de la esencia y se
obtendria un AE con menor concentracion de PUL y una mayor estabilidad frente a las

autooxidaciones por la disminucion de la concentracién de MF (Figura 11).
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de Diels-Alder.%®
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3.2.2 Reaccion B: Disminucion del contenido de pulegona mediante reduccién
estereoespecifica por hidrogenacion

Fundamentacién tedrica

Se trata de un método patentado por Jeffrey S. Spencer de la A. M. Todd Company
(USA) en el afio 1989 (U.S. Patent 4,861,616), cuya finalidad es la de disminuir el contenido
de PUL mediante una reaccién de reduccion estereoespecifica por hidrogenacion.” El
procedimiento consiste en modificar la estructura de la PUL reduciendo su grupo
isopropilideno a isopropilo mediante una disolucién acuosa (insaturada o saturada) de sulfito
de sodio (Na2SO3) en presencia de acido acético glacial (CH3;COOH) a pH entre 6 y 8. Como
agente reductor se utiliza el Na,SO; (un aditivo alimentario reconocido por el Codex
Alimentarius FAO/OMS), H,O (como disolvente y como suministro de protones) y CH;COOH
glacial (para mantener el pH de la reaccion).”

En la bibliografia, la capacidad reductora del Na,SOs no resulta ser esclarecedora.
Algunas teorias argumentan la reduccion del doble enlace C=C por adicion de atomos de
hidrégeno denominados “nacientes” y otras, en cambio, lo atribuyen a la adicién de electrones
y iones positivos. No obstante, son coincidentes en considerar que se trata de una reduccion
llevada a cabo por un agente quimico (para diferenciarla de las electroliticas y cataliticas), que
es imprescindible un doble enlace conjugado a un grupo carbonilo, arilo o etileno y que es
fundamental el accionar del disolvente.” En este sentido, Spencer solo se limita a expresar
que la reaccion requiere de H,O como disolvente y como suministro de protones para cooperar

con los iones sodio (proporcionados por el sulfito) en el proceso general de reducciéon.’

Sabiendo que determinadas sales metalicas pueden ser utilizados para reducir
compuestos organicos en presencia de agentes capaces de transferir protones.”® Toma
sentido la importancia atribuida por Spencer al disolvente. En efecto, el catién sodio, al ser un
electrélito fuerte, propicia que el H,O se pueda ionizar mas y por lo tanto, que pueda actuar
como una mejor fuente proveedora de protones. Al aumentar la fuerza idénica del medio, las
concentraciones tedricas que tienen los iones del H,O quedan desfasados y por ello, ésta se

debe ionizar mas para compensar dicho efecto.””

Segun el autor, se trata de una reaccion estereoespecifica donde se transforma un
compuesto potencialmente téxico como la (R)-(+)-pulegona en (2S,5R)-(-)-mentona y, tras
una reduccién adicional, en (1R,2S,5R)-(-)-mentol (Figura 12).53 Dos productos de gran valor
organoléptico, sin efectos hepatotéxicos’™ y termodinAmicamente estables (todos sus
sustituyentes en posicién ecuatorial) favorecidos, posiblemente, por el propio mecanismo de

reduccién.”® De acuerdo a Spencer, estos productos de reaccién se corresponderian con los
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teorizados durante la biosintesis in vivo llevada a cabo en las plantas de la especie Mpi. Al
respecto, se debe tener presente que todos los pasos de las rutas biosintéticas in vivo son
estereoespecificos, a excepciéon de la reduccién de la (R)-(+)-pulegona, donde la enzima
pulegona reductasa genera de forma mayoritaria (2S,5R)-(-)-mentona pero también algo de
(2R,5R)-(+)-isomentona.®

( Producto \ [ Producto
d

e reduccion mayoritario de reduccion minoritario

Na2503(ac)
(disolucién insaturada
o saturada),

CH;COOH glacial : (@) & Y OH 4| NaOH

Reaccidn a reflujo con
agitacion vigorosa cte., /\
p pH 6-8 (2S,5R)-(-)-mentona (1R,2S,5R)-(-)-mentol Subproducto
grupo 6-8 ha 100 °C. principal
isopropilideno
(R)-(+)-pulegona
(p-Ment-4(8)-en-3-ona)

OH

\ o/ \L ¥

Figura 12. Reaccion de reduccién estereoespecifica por hidrogenacién de la (R)-(+)-pulegona
propuesta por Spencer: condiciones experimentales, productos y subproductos de reaccién.53

De acuerdo a lo expresado, algunos autores consideran que la hidrogenacion in vitro
de la PUL genera mezclas de mentona e isomentona, los cuales se convierten posteriormente
en cuatro diasteroisémeros del mentol,®® o que, ain obteniéndose (2S,5R)-(-)-mentona de
forma mayoritaria, ésta se reduce posteriormente a (1R,2S,5R)-(-)-mentol y (1S,2S,5R)-(+)-
neomentol.?® Conforme a esto, se estaria frente a una reaccion mas estereoselectiva que
estereoespecifica, hecho que se corrobora aun mas cuando Spencer advierte que durante el
transcurso de la reaccion se puede producir una reduccion adicional debida a la piperitenona
y que debe ser contemplada en los céalculos estequiométricos.’” La piperitenona es un MTO
con tres dobles enlaces conjugados entre los C1, C2 y C6 que si bien se encuentra presente

en muchas especies de mentas, su preponderancia la exhibe el AE de Mpo.

Aunque la estereoespecificidad esté relacionada con la formacién exclusiva de un
determinado estereoisémero, donde el mecanismo y la estereoquimica del material de partida
determinan la estereoquimica del producto,?® no necesariamente debe ser total (100%), es
decir, todo proceso estereoespecifico es necesariamente estereoselectivo pero no a la
inversa.?* Asi, la preponderancia de ciertos compuestos sobre otros depende del método de

reduccion, del catalizador y de las condiciones generales de reaccion.®®
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El condicionante mas importante de la reaccion propuesta por Spencer es garantizar
las caracteristicas organolépticas y fitoquimicas del AE. En este sentido, el autor enfatiza que
reductores como borohidruro de sodio (NaBH,), hidruro de Li y Al (LiAlH4) y catalizadores
metdlicos como el Pd/C resultan inespecificos puesto que producen un AE de calidad
inaceptable y no pueden ser utilizados. En particular, sefiala que el uso de carbon activado es
inadecuado debido a su capacidad de adsorber otros compuestos quimicos presentes en el
AE.” Dentro de este contexto, es relevante la posibilidad de usar un agente reductor como el
Na.SOs que, segun el autor, no perjudica la calidad del AE y que, ademas, es un reconocido

aditivo alimentario.
Procedimiento experimental

En la exposicidn de su trabajo, Spencer proporciona ecuaciones para el calculo tedrico
tanto del Na,SOs3 requerido para la reaccién, como del H-O necesaria para la preparacion de
la disolucion saturada (Figura 13). Dado que el Na;SO3 no es soluble en el AE y que debe
ponerse en contacto con la PUL a través de un medio acuoso, el autor recomienda utilizarlo
en exceso, multiplicando por 4 la cantidad tedrica calculada. Ademas, como uno de los
subproductos de la reaccion es el NaOH, cuya evolucion hace aumentar continuamente el pH
de la reaccion, es fundamental controlarlo y mantenerlo cercano a la neutralidad mediante el
agregado de CHsCOOH glacial. Spencer expone la metodologia general mediante dos
ejemplos concretos: uno utilizando una disolucion de Na,SOsinsaturada y el otro, empleando

una disolucién de Na,SOs saturada. Ambas metodologias se presentan a continuacion:

Calculo del contenido de NaS0a:

(Wx 3P1 x factor 1) + (W x 2P2 x factor 2) v a
100

g de Na;S0; =
Donde:
W = peso del AE a tratar (g)
P1 = porcentaje de piperitenona del AE de partida (g/100)
P2 = porcentaje de pulegona del AE de partida (g/100)
Fl = factor de reduccion 0,839
F2 = factor de reduccion 0,827

Calculo del contenido de agua destilada:

de Na,SO
gdeagua = '93+ x 100

Dénde:
34,7 = coeficiente de solubilidad del Na,50;

Figura 13. Ecuaciones para el calculo de reactivos en el procedimiento de Spencer.”*
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Ejemplo 1: Reaccién de reduccion mediante una disolucion insaturada de Na>SOs. AE de Mpi
(Lot. 3322 from Willamette Valley, Oregon). Contenido inicial de PUL: 2,35%.

En un matraz de reaccion se coloca agua destilada (900 mL), Na.SOs (180 g), y
CHsCOOH glacial (40 mL), se agita y se agrega AE de Mpi (900 g). El matraz se coloca en
bafio de glicerina sobre una placa de agitacion-calefaccién y se adapta un sistema a reflujo
con refrigerante tipo Liebig. La reaccién se lleva a cabo a una temperatura 100 °C por un
tiempo de 8 h con agitacion constante y el progreso de la misma se monitoriza mediante GC.
Una vez finalizada la reaccion, las fases oleosa y acuosa se separan mediante una ampolla

de decantacién y el AE tratado se purifica mediante una destilacién por arrastre de vapor.

Ejemplo 2: Reaccidon de reduccion mediante una disolucién saturada de Na,SOs. AE de Mpi
(Lot. 3376 from Yakima Valley, Washington). Contenido inicial de PUL: 1,20%.

En un matraz de reaccion se coloca agua destilada (320 mL), Na,SO; (112 g), y
CH3COOH glacial (30 mL), se agita y se agrega AE de Mpi (900 g). El matraz se coloca en
bafio de glicerina sobre una placa de agitacion-calefaccién y se adapta un sistema a reflujo
con refrigerante tipo Liebig. La reaccion se lleva a cabo a una temperatura de 100 °C por un
tiempo de 6 h con agitacion constante. Transcurrido dicho tiempo se comprueba el pH, si es
béasico por formacion de NaOH, se agrega CH3;COOH glacial (10 mL) y se deja reaccionar
durante 1 h mas, al cabo de la cual, las fases oleosa y acuosa se separan mediante una

ampolla de decantacién y el AE tratado se purifica mediante destilacion por arrastre de vapor.

Identificacion y cuantificacion de PUL junto a los demas constituyentes del AE de Mpi

Los porcentajes de PUL junto al de los otros constituyentes se monitorizaron mediante GC
con un cromatografo Varian Modelo 6000 (TM) equipado con un detector de ionizacién de llama
(FID), una columna Supercowax de 0,25 ym 10 (TM) de 60 metros con un diametro interno de 0,25
mm. El programa de temperatura consistié en 75 °C (8 min), luego a 4 °C por min hasta 200 °C y
25 min de tiempo de mantenimiento superior a 200 °C. Se realizé una cuantificaciébn comparativa

en base al porcentaje en peso y al recuento de picos.

Resultados: analisis y discusion

Los porcentajes de PUL, mentona y mentol antes y después de la reaccion se
presentan en la Tabla 12 y los porcentajes de disminucién del contenido de PUL y el aumento
de la concentracion de mentona y mentol en la Tabla 13. Dado que no se trata del mismo AE
de Mpi, no es posible formular conclusiones validas entre las dos reacciones. No obstante,
puede comprobarse que la reduccién llevada a cabo con una disolucion insaturada de Na,SO3
permite una mayor disminucién del contenido de PUL y que en ambas reacciones se observa
un apreciable incremento de los porcentajes de mentona y mentol. Con respecto al uso de
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disoluciones saturadas de Na,SOs hay que tener presente la formacion de NaOH durante el
transcurso de la reaccién y que el agregado de CHs;COOH glacial es fundamental para
mantener el pH cercano a la neutralidad y garantizar asi, un 6ptimo proceso de reduccion.

Tabla 12. Porcentajes de pulegona, mentona y mentol determinados por GC antes y después de la
reaccién propuesta por Spencer con un AE de Mpi.”

Ejemplos de
reacciones efectuadas

% pulegona

% pulegona

% mentona

% mentona

% mentol
pre-reaccién

% mentol
post-reaccion

pre-reaccion

post-reaccion

pre-reaccion

post-reaccion

AE de Mpi con disolucion 2,350 0,340 17,520 18,034 40,772 42,683
insaturada de Na,SO3

AE de Mpi con disolucion 1,200 0,410 21,958 23,004 38,131 39,644
saturada de Na,SO;

Tabla 13. Porcentajes de disminucién de pulegonay del incremento de mentona y mentol luego de las
reacciones de reduccion estereoespecifica por hidrogenacion ejemplificadas por Spencer.”

% Incremento
de mentona

% Incremento
de mentol

% Disminucion
de pulegona

Ejemplos de reacciones

efectuadas

AE de Mpi con disolucion 86,0 2.93 4,69
insaturada de Na,SOs;

AE de Mpi con disolucion 66,0 4,76 3,97
saturada de Na,SOs

La identificaciéon y cuantificacién de todos los compuestos mencionados a lo largo de
este analisis puede llevarse a cabo mediante GC, una herramienta imprescindible para

evaluar la transformacion general de la PUL durante el proceso de reduccién (Figura 14).7°
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Figura 14. Separacion mediante GC de los MTO identificados en la ruta biosintética del mentol en un
AE de Mpi.”®
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Como ya se ha manifestado, otros reductores utilizados por Spencer como el
borohidruro de sodio (NaBHa4), el hidruro de Liy Al (LiAlH4) y catalizadores metélicos como el
Pd/C modificarian desfavorablemente la calidad del AE. En cuanto a los disolventes factibles
de ser utilizados, el autor expresa que lo mas eficiente es el agua puesto que el empleo de
alcoholes como el metanol y el etanol, si bien son solubles en el AE, producen esencias de
baja calidad y son dificiles de separar de la mezcla de reaccién.’

En un interesante trabajo realizado por Gade y More,?° una muestra de AE de Mpi fue
sometido a destilacion para obtener diferentes fracciones que luego fueron enfriadas (entre 5-
10 °C) para cristalizar el mentol y obtener fracciones desmentolizadas (DMO). Posteriormente,
dichas fracciones fueron hidrogenadas (reducidas) bajo distintas condiciones experimentales
para evaluar la formacion de mentol tras el proceso de reduccién. La hidrogenacion la llevaron
a cabo mediante dos metodologias distintas: una utilizando un catalizador de Ni y la otra,
mediante borohidruro de sodio (NaBH4). En ambos casos, se evidencio la presencia de mentol
a diferentes concentraciones sin perjudicar las propiedades generales del AE, en particular,

la densidad relativa a 20 °C (d23 ) y el indice de refraccion (n'p).

Aunque estos resultados, a diferencia de lo expresado por Spencer, permitirian el uso
del NaBH. y los catalizadores de Ni como posibles reductores en los AE de menta, para hacer
inferencias concluyentes, los ensayos se deberian hacer en las mismas condiciones
experimentales especificadas por Spencer. Un aspecto interesante descripto por Gade y More
es la interaccion conformacional de la mentona y la isomentona durante el proceso de
adsorcion-desorcion en la superficie del catalizador.®’ Si bien los autores adjudican la
formacion del mentol solo a partir de la reduccién de estos dos compuestos, seria interesante
investigar la interaccion de la (R)-(+)-pulegona en el contexto de las mismas condiciones

experimentales para dilucidar los aspectos estereoquimicos de su reduccion.

En cuanto a la utilizacion de disolventes no acuosos, Gade y More informaron algunos
aspectos coincidentes con Spencer, por ejemplo, mientras que la utilizacion de alcohol
isopropilico (IPA) en el proceso de reduccién catalitica con Ni no afecta la adsorcién de los
compuestos y propicia una mejor conversion de los mismos. La hidrogenacién con NaBH, en
agua a temperatura ambiente resulta mas eficiente que cuando se utiliza IPA, evidenciando
asi, la contribucion de la polaridad del disolvente en la selectividad de la conversién.®° En el
trabajo de Gade y More, ademas de la técnica analitica de GC se utilizaron dos pardmetros
fisicos sencillos para evaluar la efectividad de las reacciones efectuadas: la determinacion de
la densidad relativa a 20 °C (d39 ) y el indice de refraccion (n'p). Como se podra consultar en
el Anexo de esta Memoria, ambas determinaciones son muy importantes al momento de

evaluar cambios desfavorables en la calidad de un AE.
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3.2.3 Reaccién C: Disminucion del contenido de pulegona mediante adicion de sulfito
de sodio neutro

Fundamentacién tedrica

La adicion de sulfito de sodio neutro (Na>SOs) a un carbono carbonilico o al carbono 3
(en compuestos carbonilicos a-B-insaturados) es un método oficial propuesto por el Food
Chemicals Codex (FCC-Apéndice VI: AE y Flavors, 2004) para cuantificar aldehidos y cetonas
en los AE y el método oficial propuesto por la Farmacopea de US para determinar carvona en
el AE de Msp.®! La reaccion consiste en transformar dichos compuestos en productos de
adicion (aductos) generalmente solubles en agua que se pueden separar por simple filtracion.
Otras metodologias emplean también el bisulfito de sodio (NaHSOs3), recomendando el uso
de este ultimo para AE ricos en MTO con FO aldehido y el Na,SOs para aquellas esencias
con mayores porcentajes de compuestos con FO cetona.®?

El NaHSOs reacciona con el GF carbonilo mediante una adicion nucleofilica y es muy
utilizado para purificar o aislar aldehidos y cetonas estéricamente no impedidas de una mezcla
de reaccion.®*®# En efecto, como los aductos formados suelen ser cristalinos, la purificacion
se hace sencillamente por recristalizacion.®* EI NaHSO; también es muy empleado para la
derivatizacion quimioselectiva en la proteccion de grupos carbonilos y en la obtencién de
intermedios reactivos para la sintesis de compuestos como las cianhidrinas.®* En la
bibliografia, como las diferencias en cuanto al empleo de una u otra de estas sales no suele

ser muy esclarecedora, se considera oportuno puntualizar algunas precisiones al respecto:

Los términos “sulfitos”, “agentes sulfitantes” o “especies S[IV]” son comunmente
utilizados para describir a los compuestos de azufre con estado de oxidacién +IV como el
SO Y las sales de Na, K y Ca de los aniones SO3? (sulfito o sulfito neutro), HSO3 (bisulfito
o sulfito &cido) y S,0s? (metabisulfito o disulfito).8>8 En particular, los compuestos Na;SOs,
(INS 221), NaHSO3 (INS 222) y Na»S20s (INS 223), son aditivos alimentarios muy utilizados
como antioxidantes, inhibidores enzimaticos, blanqueadores y como agentes reductores.®” En
disolucién acuosa, estos compuestos se interconvierten unos en otros en diferentes especies

segun el pH del medio, la concentracion y el contenido de agua (Figura 15).8588

HSO3_(aC)
- - o 2- 2-
SOZ(g)‘i HZSOS(ac)‘i H == SO, (ac) SO, (ac)
2-
S205 (ac)
pH 1 pPH2-6 pH7

Figura 15. Distribucién de las especies S[IV] en medio acuoso segun el pH.8588
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Las sales de NaHSO3z y Na>SOs. se disocian en agua conforme a los equilibrios
representados en las Ec 1-2 y el resto de las especies segun las Ec 3-7 (Figura 16).8588 Por
debajo de pH 2 predomina el SO- en disolucién acuosa, el cual se desprende facilmente como
SOy (16% a pH 2.5; 37% a pH 2y 86% a pH 1). Entre pH 2 y 6 la especie predominante es
el HSO; formado a partir de un hipotético acido sulfuroso (H.SO3) como intermedio (Ec. 3). A
este mismo rango de pH, el HSO3 se convierte en S;0s? en muy poca cantidad (Ec. 4) pero
con altas concentraciones y baja actividad de agua su presencia aumenta significativamente.
Por encima de pH 7 prevalece el SO3? (Ec. 5) pero si el pH se torna excesivamente alcalino
se transforma en SO4? de forma irreversible (Ec 6 y 7). Todos los sulfitos son solubles en agua

y sus precipitados se disuelven en disoluciones acidas.?%8

NaHSO,,, —= HSO,,,+ Na’, M

Na,SO,, + H O(,) HSO; ) + OH (,+ 2Na" @
SOy * H0p == (H;80)=— HSOy )+ H' &
2HSO4,, — s 052'(ac) + H,0, (4)

S032-(%) HZO(I) — HSO,’ @)t OH_(ac) (5
SO,* @ * HO, — SO, g @) * 2 H+(ac) (6)
280, @yt Oxg — . 2 8042‘(30) )

Figura 16. Equilibrios de disociacion de las especies S[IV] en medio acuoso.85-88

Conforme a lo anterior, la facil conversion entre especies propiciaria que en un rango
de pH 6-8 ambos aniones (HSO3z y SOs%) puedan actuar como nucledfilos. Sin embargo,
cuando se utiliza Na,SOs. en un medio neutro o levemente alcalino, el anién SO3? es el que
actia como nucledfilo favorecido por procesos de difusion. En cambio, cuando se utiliza
NaHSOs; en las mismas condiciones experimentales, el equilibrio general esta favorecido
hacia la formacién del anion HSOs , cuya mayor nucleofilia estaria acompafiada de una mayor

estabilidad termodinamica de los aductos formados con los compuestos carbonilicos.®

En relacion al aspecto nucleofilico tanto del SOs> como del HSOs , es importante
precisar qué parte de la estructura de estos aniones actua realmente como nucledfilo: ambas
especies poseen oxigenos con cargas negativas estabilizadas por resonancia (Figura 17) y
aunque éstos son bases mas fuertes que el azufre, como se estabilizan por deslocalizacion
electronica y se solvatan facilmente (lo que limita la cantidad de pares de electrones libres
para actuar como nucledfilos), el azufre (menos electronegativo que el oxigeno) se transforma

en un mejor nucledfilo a partir de su par de electrones no enlazados.®®
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Figura 17. Estructuras resonantes de los aniones HSOg3" (bisulfito) y SOz (sulfito).

La reaccion general de adicion de sulfito de sodio consiste en una adicién nucleofilica
al carbono del GF carbonilo o al carbono en posicion B (en compuestos carbonilicos a,3-
insaturados), para originar aductos generalmente solubles en agua que se pueden separar

facilmente de los AE por su diferencia de solubilidad con respecto a la fase oleosa (Figura 18).

Adicion nucleofilica en cetonas

o Na
.. . ® —
(jci- (Ot Na 57 oA OH
N _ . o .
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Adicion nucleofilica en cetonas a,f—insaturadas
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)\/@\ * /S ®‘— © ®_>)\)\80Na + NaOH
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)OJ\)\
SO3Na
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Figura 18. Mecanismo general de adicion de Na,SOs a cetonas y cetonas a,B-insaturadas.

'
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Dado que los MTO con la FO aldehido no forman parte de la fitoquimica normal de los
AE de menta,? la adicion de sulfito de sodio neutro la experimentan Gnicamente los MTO que
contengan la FO cetona. Cuando la adicién se efectta en el carbono del GF carbonilo se
denomina genericamente como adicion nucleofilica. Cuando la adicion se produce en cetonas
a,B-insaturadas, la deslocalizacion electronica del sistema conjugado propicia dos tipos
diferentes de adiciones nucleofilicas: una directa o adicion 1,2 en el carbono del grupo
carbonilo y una conjugada o adicién 1,4 en el carbono B, también conocida como adicién de
Michael (Figura 18). Que se produzca una u otra depende de la naturaleza del nucledfilo, la

estructura del compuesto carbonilico a,B-insaturado y de las condiciones de reaccién.®*8

Los MTO con FO cetona, enona y enona conjugada que forman parte de la fitoquimica
normal de los AE de las diferentes especies de mentas se presentan en la Figura 19. En un
principio, todos ellos podrian reaccionar con el sulfito de sodio. Al respecto, se debe tener
presente que la adicién nucleofilica a los compuestos carbonilicos es muy sensible a los
efectos estéricos y que solo los compuestos estéricamente no impedidos podran reaccionar.
8384 De acuerdo a lo expresado y a lo informado por Shibamoto y col., la mentona, isomentona
y la dihidrocarvona no reaccionan con el sulfito de sodio.®® Hecho que puede explicarse a
partir de la confluencia de varios factores estéricos: el impedimento que genera el propio anillo
de ciclohexano junto a la presencia del grupo voluminoso isopropilo en posicion a (en el caso
de la mentona e isomentona), del grupo metilo (en el caso de la dihidrocarvona) y al gran

volumen que posee el anién sulfito como reactivo nucledfilico.

R
0]
(0]
mentona e isomentona dihidrocarvona enona

. (0]
Conm
enona 0 W R X Z R
/\)J\

TORAA] &

carvona pulegona  piperitona isopiperitenona piperitenona

cetona (0]

R

Figura 19. Principales MTO ciclicos de los AE de menta con estructuras cetona, enona y enona
conjugada.
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Un comportamiento distinto lo presentan las cetonas a,B-insaturadas con estructuras
tipo enona (carvona, pulegona, piperitona e isopiperitenona) y enona conjugada
(piperitenona). Estos MTO ciclicos reaccionan con el sulfito de sodio neutro mediante un
mecanismo de adicion conjugada o adicion 1,4 que involucra a los &tomos extremos (C1-0O4)
de la estructura enona.®® Para el caso particular de la PUL, el ataque nucleofilico se produce
sobre el carbono electrofilico en posicion 3 (por resonancia del sistema conjugado) generando
el enolato 43 que se protona a enol 44 y tautomeriza, finalmente, a la forma ceto 45 (Figura
20). En los AE de menta, solo los MTO ciclicos que posean estructuras enonas y enonas
conjugadas podran reaccionar mediante este mecanismo y formar aductos o compuestos de

adicion de sulfito neutro facilmente eliminables una vez producida la reaccion.

|) o: O ?\ % + NaOH
CO Na

pulegona /S SOsNa SO3Na

aducto pulegona-sulfito

sulflto de sodio

Figura 20. Mecanismo de adicion conjugada o adicion 1,4 del Na,SO3 a la PUL.

Procedimiento experimental

En un matraz volumétrico Cassia de 100 mL de capacidad provisto de tapdn se agrega
la muestra de AE (10 mL), una disolucién de Na,SOs recién preparada (30% v/p; 50 mL), 2
gotas de fenolftaleina TS (Test Solution) y se neutraliza con CH;COOH (50% v/v). La mezcla
se calienta en un bafio de agua hirviendo, agitando repetidamente y neutralizando de vez en
cuando con gotas de CH3;COOH (50% v/v) cuidando de estar siempre tapado para evitar la
pérdida de compuestos volatiles. Tras la desaparicion de la coloracién de la fenolftaleina por
el agregado de gotas de este reactivo, la mezcla se calienta durante 15 min mas. Se enfria a
temperatura ambiente y cuando los liquidos se hayan separado por completo, se agrega
suficiente disolucién de Na.SOs (30% v/p) para elevar el nivel mas bajo de la capa aceitosa
dentro de la porcion graduada del cuello del matraz y asi poder realizar la lectura de forma

directa. Tiempo aproximado de reaccion: 4 h.

Cuantificacién

Se calcula el porcentaje v/v de los MTO con FO cetona mediante la ecuacién: AK = 100 -
(V x 10) donde AK es el % v/ivde MTO y V los mL del AE separado (sin reaccionar) en el cuello

graduado del matraz.
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Resultados: analisis y discusion

De acuerdo al mecanismo de adicion nucleofilica conjugada o adicion 1,4 analizado
para esta reaccion, solo los MTO ciclicos que posean estructuras estéricamente no impedidas
del tipo enona (carvona, pulegona, piperitona e isopiperitenona) y enona conjugada
(piperitenona) podran formar aductos o compuestos de adicion con el sulfito de sodio neutro
(Figura 21). De lo expuesto se puede concluir que mediante este procedimiento no solamente
reaccionaria la PUL sino que, ademas, todos los otros MTO estructuralmente similares a ella.
Si bien dichos compuestos se encuentran en los AE en pequefias proporciones, se deberian
investigar dos cuestiones fundamentales: 1) si en las condiciones experimentales de reaccién
el AE no sufre modificaciones organolépticas indeseables y 2) cual seria el efecto de la

moadificacion fitoquimica del AE en relacidén a sus propiedades fisicoquimicas caracteristicas.

SO3Na SOSNa SOsNa
o SO;Na
0 o o 0

SO3Na SOaNa
aducto aducto aducto aducto aducto
carvona-sulfito pulegona-sulfito  piperitona-sulfito isopiperitenona-sulfito piperitenona-sulfito

Figura 21. Aductos formados a partir de la reaccion entre el Na;SOs y los MTO con estructuras enona
y enona conjugada presentes en los AE de menta.*°

Tanto la mentona como la isomentona (MTO naturales y abundantes en las diferentes
especies de mentas), no reaccionarian con el sulfito de sodio neutro debido al impedimento
estérico que presenta el GF carbonilo. En efecto, dicho impedimento puede considerarse
originado a partir de la propia estructura ciclica en la cual se encuentra y en particular, por la
presencia del grupo isopropilo en posicibn a (Figura 22). Lo mismo ocurre con la

dihidrocarvona, un MTO menos abundante, que posee un grupo metilo en posicion a.%

No obstante a lo expresado, los resultados de esta misma reaccion llevados a cabo
por Bechstein con AE de Mpo, revelan que tanto la PUL como la piperitona reaccionan con el
sulfito de sodio en un 100% y la piperitenona en un 99,5%, pero también se evidencia la
formacion de aductos con la isomentona en un 7% y con la mentona en un 2%.°* Antecedente
que, indudablemente, debe ser tenido en cuenta al momento de evaluar el transcurso de la

reaccion mediante GC y su posterior cuantificacion.
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(2S,5R)-(-)-mentona (2R,5R)-(+)-isomentona

Figura 22. Modelos de bolas y varillas (ball and stick) de la mentona e isomentona.®?

La adicion de sulfito de sodio neutro es una técnica sencilla y econdémica. Presenta la
ventaja de no requerir disoluciones valoradas ni pesadas de precision puesto que solo se
requiere de un matraz de Cassia con cuello graduado. Los resultados se obtienen como % v/v
y la reaccion suele completarse al cabo de 4 h.®* No obstante, como durante el transcurso de
la misma se genera NaOH (Figura 15), es necesario neutralizarlo para que la reaccion no se
transforme en reversible. En efecto, con una disolucién acuosa de NaOH al 30% v/p (medio
fuertemente alcalino detectable con fenolftaleina) y luego de agitar vigorosamente, todos los
aductos formados se disocian.®® Este proceso de reversibilidad es de gran utilidad para

recuperar las enonas y enonas conjugadas en forma original 8384

El hecho que en la reduccion estereoespecifica por hidrogenacién (reaccién B) y en la
reacciéon aqui analizada se utilice el mismo reactivo (Na:SOs) en similares condiciones
experimentales, plantea el interrogante de constatar hasta que punto en la reaccion B, la
adicion nucleofilica conjugada no compite con la reduccion propuesta por Spencer. Esto es
un factor muy importante puesto que se estaria frente a una disminucion del contenido de PUL
y de MTO con estructuras similares por formacién de aductos y no por su transformacién en
compuestos de gran cuantia organoléptica como son la (2S,5R)-(-)-mentona y el (1R,2S,5R)-
(-)-mentol.

En la Tabla 14 se proporciona, a manera de sintesis, un resumen comparativo de las
tres reacciones analizadas en esta investigacion. Notese que en todos los casos se trata de
procedimientos sencillos, con reactivos y materiales de laboratorio facilmente asequibles y de
bajo costo. No obstante, su aplicacién a muestras de AE de diferentes especies de mentas,
junto a la constatacion de su efectividad (en cuanto al logro de AE con propiedades tanto
fisicoquimicas como organolepticas deseables) y la factibilidad de ser implementadas a nivel

industrial, estan supeditadas a un riguroso estudio experimental.
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Tabla 14. Sintesis integradora comparativa de las tres reacciones analizadas en esta investigacion.

Tipo de reaccion

REACCION A

(Johnson, 1993)

Reaccion periciclica de
Diels-Alder o reaccion de
cicloadicion [4+2] con un

acido de Lewis (HCI)
como catalizador

REACCION B
(Spencer, 1989)

Reaccion de reduccion por
hidrogenacion del doble
enlace C=C mediante
Na2S03 en medio acuoso

REACCION C
(Food Chemicals
Codex, 2004)

Reaccion de adicién
nucleofilica conjugada (o
adicion 1,4) de Na2SOs
neutro al carbono 8 de
cetonas a,B-insaturadas

Variedad de AE y Mpi, Mar y Msp Mpi Todas las especies
cantidad de muestra (200 g) (900 g) (10 mL)
ensayada
) PUL, carvona, piperitona,
MTO reaccionantes MF y PUL PUL y piperitenona isopiperitenona y
piperitenona
Disminucion del 20% 86% (c/ dis. insaturada) 90-100%

contenido de PUL

66% (c/ dis. saturada)

Transformacién de la

Cicloaductos de

(2S,5R)-(-)-mentona y

Aductos de PUL-sulfito

PUL MF-PUL (1R,2S,5R)-(-)-mentol
) HCI (12N; 2 mL) Na2S0s (112 g), NazS0s (30% v/p; 50 mL)
Reactivos NaOH CH3COOH glacial (40 mL) CH3COOH (50% v/v)
Naz2S04 H20 destilada (320 mL) fenolftaleina TS (gotas)

Materiales y equipos

Matraz de reaccion, placa
de agitacion-calefaccion,
sistema a reflujo,
termémetro

Matraz de reaccion, placa
de agitacion-calefaccion,
sistema a reflujo,
termémetro

Matraz volumétrico Cassia
de 100 mL y bafio de
agua hirviendo

Condiciones
experimentales de
reaccion

Calentamiento a reflujo
(60°C), 5 h,
pH sin especificar

Calentamiento a reflujo
(100 °C), 8 h,
pH 6-8

Calentamiento en matraz
Cassia
(100°C), 4 h, pH 7-8

Condiciones de

Destilacién al vacio

Destilacién por arrastre de

Sin especificar

purificacion (74 °C), 4 h. vapor
Rendimiento: 55%
. Alta calidad, estable a la Alta calidad, coloracion
Calidad del AE ! ’ : e
obtenido autooxidacion, flavor me- cristalina, 40-50% mas Sin especificar

jorado, minima modifica-
cion fitoquimica.

estable a la autooxidacion,
enriquecido en mentona y
mentol.

Monitorizacién de la
reacciony
cuantificacion final

GC-MS

GC-FID: cuantificacion
comparativa en base al
al porcentaje en peso y el
recuento de picos

Lectura del volumen de
AE sin reaccionar
mediante el matraz

Cassia

Proyeccion industrial

Proceso batch (por lote) a
pequefia y gran escala.

Sin especificar

Solo a escala laboratorio
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4 CONCLUSIONES

La (R)-(+)-pulegona es una sustancia téxica natural que forma parte de la fitoquimica
normal de los AE de las especies Mentha x piperita L. y Mentha arvensis L., muy utilizadas
como aditivos A/S en una gran variedad de alimentos de consumo masivo y también, en la
Mentha pulegium L., de uso mas controvertido por su gran concentracion. Los efectos
hepatotoxicos comprobados junto a la posibilidad de causar partos prematuros y abortos
espontaneos, la han transformado en una sustancia regulada y de exautivo control por parte

de diferentes organismos internacionales.

La similitud organoléptica, la variedad de nombres utilizados y el desconocimiento popular
sobre las diferencias entre especies, han transformado a la Mentha en un género objeto de
gran confusién. En Argentina, por ejemplo, la presencia de hierbas aroméaticas silvestres como
la peperinay el poleo, con nombres y propiedades similares a las mentas, no solo incrementan
dicha confusion sino que, ademas, plantean nuevos riesgos toxicologicos. En este sentido, el
presente trabajo hace un valioso aporte en cuanto al esclarecimiento de denominaciones,
sinonimias, aplicaciones y concentraciones relativas tipicas de PUL en los AE de las

principales mentas y especies silvestres con las cuales son usualmente confundidas.

En la bibliografia existen escasos procedimientos tendientes a reducir la PUL de los AE
de menta con fines alimenticios. Hecho que puede explicarse a partir de dos motivos
diferentes: en primer lugar, los AE de menta con porcentajes de PUL que exceden los
normados son considerados industrialmente indeseables para fines alimenticios, medicinales
0 cosmeéticos, por lo que son sometidos a procedimientos tendientes a transformar dicha
sustancia en compuestos de mayor valor comercial como el mentol y sus isémeros. En
segundo lugar, la utilizacibn de A/S sintéticos supone menores costos econémicos. No
obstante, se debe tener presente que en la actualidad, como gran parte de la poblacion tiende
a consumir alimentos preferentemente naturales, los industriales han vislumbrado en este
hecho, un medio para promocionar sus productos. En efecto, los AE de menta, ademas de
actuar como A/S, han demostrado importantes actividades biol6gicas con potenciales efectos
benéficos para la salud. Asi, estos argumentos son razones fundadas para pretender reducir
las concentraciones de PUL en AE indeseables que luego puedan ser utilizados por la

industria alimentaria.
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La reaccion de Diels-Alder propuesta por Johnson (Reaccion A) resulta de aplicacion muy
limitada puesto que, como el MF actua como dieno y la PUL como diendfilo, se requiere de
AE con similares concentraciones de ambas sustancias o al menos, con una mayor proporcion
de MF. De acuerdo a estudios llevados a cabo por nuestro equipo de investigacion, los AE de
Mpi y Mpo no solo son los Unicos que evidencian la presencia de MF sino que, ademas, lo
contienen en concentraciones muy bajas (0,2% para Mpi y menos del 0.2% para Mpo).
Conforme a ello, para llevar a cabo la reaccion se deberia agregar grandes concentraciones
de MF, una sustancia que, junto a la PUL, también se encuentra regulada por sus efectos
hepatotoxicos comprobados. No obstante, esto plantea la investigacion de nuevos dienos que

no sean toxicos y que permitan llevar a cabo la reaccién con mayores rendimientos.

La reduccioén estereoespecifica por hidrogenacién propuesta por Spencer (Reaccion B)
pareceria ser la mas prometedora para disminuir el contenido de (R)-(+)-pulegona de los AE
de menta con fines alimenticios. Se trata de un procedimiento sencillo y econémico que
emplea como agente reductor a un aditivo alimentario como el sulfito de sodio (Na;SOs) y
donde la concentracion de la (R)-(+)-pulegona disminuye por su conversién a compuestos de
gran valor organoléptico como la (2S,5R)-(-)-mentonay el (1R,2S,5R)-(-)-mentol. No obstante,
como esta reaccion se ha propuesto Unicamente para el AE de Mpi, se deberia investigar su
aplicacion en esencias de otras especies de mentas. Aunque la reaccién se haya catalogado
como estereoespecifica, la posible formacion de (2R,5R)-(+)-isomentona, diferentes isomeros
del mentol junto a la reduccién en forma paralela de la piperitenona, la posicionarian en una

reaccion mas bien estereoselectiva.

La adicibn de Na.SOs al grupo carbonilo o al CB en compuestos carbonilicos a-8-
insaturados (reaccién C) es un método oficial propuesto por el Food Chemicals Codex para
cuantificar aldehidos y cetonas en los AE. Se trata de un método sencillo, rapido y econémico.
Sin embargo, como la reaccion transcurre a través de una adicion nucleofilica conjugada (o
adicion 1,4), todos los MTO que posean estructuras del tipo enona como la carvona, pulegona,
piperitona e isopiperitenona y del tipo enona conjugada como la piperitenona (componentes
normales de los AE de menta) podran reaccionar y formar aductos o compuestos de adicion
con el Na,SQOs. Este hecho debe ser investigado puesto que, si bien la carvona, la piperitona
y la piperitenona son compuestos minoritarios en los AE de Mpi, Mar y Mpo, su eliminacién
junto a la PUL podria modificar negativamente las propiedades organolépticas de los AE. Del
mismo modo, esta situacion debe ser analizada para el caso de la Reaccién B, puesto que
ambas metodologias utilizan el mismo reactivo en similares condiciones experimentales.
Concretamente, se deberia indagar hasta que punto en la reaccion B, la adicién nucleofilica

conjugada no compite con la reduccién propuesta por Spencer.
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La reduccion estereoespecifica por hidrogenacion (Reaccion B) y la adicion de sulfito de
sodio neutro (Reaccion C) tienen en comun el mismo reactivo (Na:SOs) y similares
condiciones experimentales. Aunque dicho reactivo actle con finalidades diferentes (como
reductor en la primera y como formador de aductos en la segunda), es necesario investigar si
durante el proceso de reduccion del primer procedimiento no se forman aductos con los MTO
carvona, piperitonay piperitenona y por el contrario, si en la segunda reaccion no se producen
reducciones de la PUL a mentona que impidan su eliminacién en forma de aductos solubles.
En este sentido, toma relevancia la utilizacion de la CG-MS como técnica imprescindible para
evaluar tanto el transcurso de las reacciones como la composicion final de los AE obtenidos.
Del mismo modo, la determinacion conjunta de las propiedades fisicas, quimicas y sensoriales
son las que indicaran de forma concluyente la viabilidad de cada procedimiento con cada AE

en particular.

Finalmente, si bien la Agencia de Medicia Europea recomienda una Ingestia Diaria
Tolerable (IDT) de 0,1 mg/Kg de peso corporal por dia, se debe tener presente que las
estimaciones de la ingesta per capita de PUL son muy variables y es dificil precisar una
evaluacion general de su exposicion. Por ello, aunque no se pueda determinar
fehacientemente una IDT para la sustancia en estudio, pretender disminuir su concentracion
en los AE de uso alimenticio que la contienen o transformar los indeseables para que puedan
ser utilizados en la industria de los alimentos, permite en definitiva, reducir su grado de

exposicion.
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6 ANEXO

METODOS FUNDAMENTALES DE ANALISIS PARA LOS AE DE MENTA

Se presenta, a continuacion, el fundamento, interés analitico y forma de expresar los
resultados de cada uno de los métodos de andlisis que permiten caracterizar a los AE de uso
alimenticio abordados en este trabajo. Los mismos, se corresponden con los parametros de
calidad exigidos por el CAA en los Articulos N° 1300 (inciso 28, 30y 31) y N° 1302 del Capitulo
XVI: Correctivos y Coadyuvantes y las técnicas para llevarlos a cabo, con la Normas IRAM-
SAIPA.

PROPIEDADES FiSICAS

Determinacion de la densidad relativa a 20°C (IRAM-SAIPA N 18504:2002)*?

La densidad relativa (d3J ) es la relaciéon entre la masa de un vol. dado de AE a 20 °C
con respecto a la masa de igual vol. de agua destilada a 20 °C. La determinacién se basa en
pesar de forma sucesiva, iguales vol. de AE y de agua destilada a 20 °C en un picnémetro y
relacionar, posteriormente, ambas masas. Como la densidad esta relacionada directamente

con la composicion del AE, su determinacion permite detectar adulteraciones.®

20 m, —my, gtl)endo:
20 = m, —my d% = densidad relativa (adimensional).

m, = masa del picndémetro vacio (g).
m,; = masa del picnémetro enrasado con agua (g).
m, = masa del picnémetro enrasado con AE (g).

Determinacion del indice de refraccién a 20 °C (IRAM-SAIPA N 18505:2002)*2

El indice de refraccion (n'p) es la relacion entre el seno del angulo de incidencia con
respecto al seno del &ngulo de refracciéon, cuando un haz de luz correspondiente a la linea D
del Na (A =589,3 £ 0.3 nm), pasa del aire al AE a 20 °C. Dado que es un promedio ponderado
de los indices de cada uno de los componentes del AE, proporciona informacion sobre el tipo
de familias a las cuales pertenecen las sustancias predominantes y permite detectar
adulteraciones y procesos de envejecimiento por polimerizacion de MT y MTO.®* El indice de

refraccion es adimensional y se determina directamente mediante un refractometro.

Determinacion de la rotacién éptica (IRAM-SAIPA N 18507:2002)*?

La rotacion dptica o poder rotatorio (a') es el valor del &ngulo de rotacion del plano de
la luz polarizada (expresado en grado sexagesimal) cuando un haz de luz correspondiente a

la linea D del Na (A = 589,3 nm = 0.3 nm) atraviesa un espesor de 100 mm de AE en
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condiciones determinadas de temperatura. Debido a la estereoespecificidad de su biosintesis,
los AE de las diferentes especies de mentas estan constituidos quimicamente por una mezcla
compleja de enantidmeros especificos tanto levégiros (-) como dextrogiros (+). La
preponderancia de unos sobre otros puede ser medida a través de un polarimetro, y su valor
es un criterio de genuinidad que permite determinar adulteraciones o falsificaciones por el
agregado de otros tipos de AE, o de sustancias sintéticas usualmente comercializadas en

forma de racematos (+) que modifican las propiedades organolépticas y biol6gicas de los AE.*®

Siendo:
af) = % x 100 | ab = rotacién éptica o poder rotatorio.
A = valor del angulo de rotacion en grados de angulos (°).
l = longitud del tubo que contiene la muestra en milimetros (mm).
t = temperatura de la determinaciéon en grados centigrados (°C).

Determinacion de la solubilidad en disoluciones de etanol (IRAM-SAIPA N 18510:2003)*2

La solubilidad de un AE respecto de una disolucion de EtOH en agua (a una
determinada concentracion), es la maxima cantidad de AE capaz de disolverse en dicha
disolucion a una temperatura de 20 °C. Para los AE de Mpi y Mpo se utiliza EtOH en agua al
70% (v/v) y para los AE de Mar y Msp al 80% (v/v). El ensayo proporciona informacién sobre
el contenido de MTO (a mayor solubilidad, mayor contenido de MTO y menor de MT). Se trata
de un ensayo cualitativo que permite detectar adulteraciones por adicion de AE de baja calidad
o de aceites (vegetales o minerales) insolubles en las disoluciones de EtOH. Ademas, es un
indicativo del grado de conservacién de los AE (los productos de polimerizacion por accion
del tiempo y/o una conservacion inadecuada disminuyen la solubilidad). Las solubilidades se
informan como los voliumenes requeridos de EtOH (70% u 80%) para obtener una disolucion
limpida. Si hasta el agregado de 4 volimenes de EtOH la solubilidad se presenta con turbidez,

la misma se informa como “mayor que”, “igual a” o “menor que” en comparacion con un patron
de turbidez.

Determinacion de color (McGuire, 1992)%

El color es la percepcién de una cierta longitud de onda reflejada por un objeto. Es un
atributo tanto objetivo (propiedad fisica) como subjetivo (propiedad sensorial) que influye
directamente en la aceptabilidad de un alimento.®® Para el caso particular de los AE, este
parametro depende de su fitoquimica y es un indicador del proceso de obtencién y del estado
de conservacion.® EL Género Mentha se caracteriza por AE incoloros o de coloracién verde-
amarillenta propensa a tornarse mas oscura debido a procesos oxidativos o de polimerizacion
(Figura 23).%3
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S

Mpi Msp Mar

Figura 23. Colores caracteristicos de los AE de las especies de mentas de mayor interés comercial e
industrial.>®

En términos de propiedad fisica, el color se mide instrumentalmente empleando el
espacio CIE L* a* b* o CIELAB (Figura 24),* el cual posee tres dimensiones basadas en la
teoria de los colores opuestos (un mismo material no puede tener al mismo tiempo colores
opuestos). Dichas dimensiones se presentan con las letras L* (grado de brillo o luminosidad
de 0 a 100); a* (grado de enrojecimiento o verdor de positivo a negativo) y b* (grado de

amarillez o de coloracién azul de positivo a negativo).%’

09

Figura 24. Diagrama del espacio de color CIELAB: | (Mpi); Il (Msp); lll (Mpo) y IV (Mar).53

PROPIEDADES QU[MICAS
Determinacion del pH (Farmacopea Argentina)®

El pH (potencial hidrégeno) es un valor numérico empleado para expresar el grado de
acidez o alcalinidad de una disolucion. Dado que es un indicador de la concentracion de
protones (H*) o hidroxilos (HO) libres, su determinacién es muy importante para controlar el

transcurso de las reacciones quimicas llevadas a cabo con los AE.%8
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Determinacion del indice de acidez (IRAM-SAIPA N 18511:2001)2

El indice de acidez (lA) se define como los mg de KOH necesarios para neutralizar los
acidos libres presentes en 1 g de AE. Es indicativo del grado de acidez de un AE, proporciona
informacion relevante sobre el método de extraccion y el estado de conservacion del mismo.*
Su valor aumenta por envejecimiento del AE, por la oxidacion de aldehidos e hidrolisis de
ésteres y practicamente no varia cuando los AE se conservan de forma anhidra y en

recipientes oscuros y herméticos luego de su extraccion.

Siendo:
56,11 | jA =indice de acidez (mg/g).
m V = volumen de disolucién de KOH empleada en la valoracién (ml).
¢ = concentraciéon de la disolucién de KOH (mol/L).
m = masa de la muestra de AE (g).
56,11 = masa molar del KOH (g).

IA=Vxcx

Determinacion del indice de éster (IRAM 18512:2013)*!

El indice de éster (IE) se define como los mg de KOH necesarios para neutralizar los
acidos liberados por la hidrélisis de los ésteres presentes en 1 g de AE. El ensayo consiste en
transformar los ésteres del AE en iones carboxilatos y alcoholes mediante una disolucion
patron de KOH (0,5 N). Se trata de una reaccion de sustitucién nucleofilica en el grupo acilo
(usualmente denominada saponificacion), tras la cual, el KOH no consumido se valora con
una disolucién patrén de HCI (0,5 N). Los ésteres en general, y el acetato de mentilo en
particular, es uno de los responsables del aroma caracteristico de la menta. Sin embargo,
como se forma a partir del mentol, un contenido elevado de éster puede estar revelando
procesos oxidativos de degradaciéon del alcohol.? Dado que son compuestos facilmente

hidrolizables, los AE que los contienen deben conservarse con extremo recaudo.

Siendo:
6, V=V .
_S611x (Vs —V)x N IE = indice de éster (mg/g).

V, = volumen de HCl empleado en la valoracién del blanco (mlL) .

V = volumen de HCl empleado en la valoracién de la muestra (mlL).

N = normalidad del HCl empleado en la valoracién (N2 de Eq/1.000 mL).
m = masa de la muestra de AE (g).

56,11 = masa molar del KOH (g).

IE

m

Ex(V,—V)xN | Siendo:
T T mx1000 | A= contenido de ésteres (g/100g).
E = masa equivalente del éster en que se expresa el resultado (g)
Vi, = volumen de HCl empleado en la valoracién del blanco (mL).
V = volumen de HCl empleado en la valoracién de la muestra (mL).
N = normalidad del HCl empleado en la valoracion (N° de Eq./1.000 mL).
m = masa de la muestra de AE (g).

Determinacion de alcoholes totales (ISO 1241:1996)%°

Los alcoholes totales representan la suma de los alcoholes libres (alcoholes presentes

en los AE) mas los alcoholes combinados (alcoholes en forma de ésteres). El ensayo consiste
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en dos procedimientos: i) acetilar los alcoholes presentes con anhidrido acético (Ac.0) en
presencia de acetato de sodio (AcONa), para transformarlos en ésteres y sus
correspondientes acidos. La cuantificacion se hace a partir de la determinacion del IE antes y
después de la acetilacion. Los alcoholes en general y el mentol en particular, poseen
propiedades organolépticas, cosméticas y farmacolégicas muy valiosas. Esto, sumado al
particular flavor otorgado por estas sustancias, justifica su cuantificacion y por ende, la

detecciébn de posibles adulteraciones realizadas por el agregado de alcoholes como

diluyentes.
05 Siendo:
E = 28;n x(Vo—v)| E1= 1:ndi'ce de (?ster del AE sin aFetilar (mg/g)-
E, = indice de éster del AE acetilado (mg/g).
2808 Vo = volumen de HCl utilizado para valorar el blanco (mL).
E,=——x(V,-W)| W= volumen de HCl utilizado para valorar la muestra (mlL).
i m = masa de la muestra de AE (g).
Mr x (E; — Eq)
) i = -x2 ~1/
% alcoholes libres 561 - 0.42x E,

Siendo:
Mr = masa molecular relativa del mentol (156,27).

Mr x E;

% alcoholes combinados = 3

% alcoholes totales = alcoholes libres + alcoholes combinados

Determinacion de Compuestos Carbonilicos - (IRAM-SAIPA N 18515:1984)12

El contenido de compuestos carbonilicos se determina a partir del indice de carbonilo,
el cual representa los mg de KOH por g de AE, necesarios para neutralizar el HCI liberado en
una reaccion de oximacion (formacion de oximas: RR’'C=NOH). El método consiste en oximar
los grupos carbonilos de los aldehidos y cetonas con cloruro de hidroxilamonio (CI.NH3;OH),
dando las aldoximas o cetoximas correspondientes. De la reaccién se libera HCI, el cual es
valorado mediante una disolucién de KOH. Cada especie de menta esta caracterizada por un
MTO con FO cetona caracteristico. Su concentracion, expresada en funcion de la sustancia

que lo contenga, es un indicio de la especie de AE que se esté analizando.

- ExVxN
Compuestos carbonilicos = r— 100

Siendo:

E = compuesto en que se expresa el contenido de compuestos carbonilicos (meq).
para Mpi y Mar: mentona (0,154 meq); Msp: carvona (0,150 meq);
Mpo: pulegona (0.152 meq).

V = volumen de KOH utilizado para velorar la muestra (mlL).

N = normalidad del KOH empleado en la valoracién (0,5 N).

m = masa de la muestra de AE (g).
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EVALUACION SENSORIAL

Las primeras estapas en la evalucién de un AE comienzan, en general, con una
evaluacion sensorial, un método efectivo para identificar AE adulterados. Al respecto, si bien
la Norma IRAM-SAIPA 186-01 del afio 1970 establece para los AE un método de valoracion
olfativa, éste resulta insuficiente para los tiempos actuales por lo que ha sido reemplazado,
como se vera en el préximo apartado, por técnicas mas modernas como la cromatografia de

gases acoplada a la olfatometria (GC-0).1%

TECNICAS INSTRUMENTALES

La caracterizacién de un AE se completa con la determinacion del perfil cromatogréafico
(PC), definido como el listado de componentes representativos y caracteristicos del AE junto
a sus limites de concentracion y la relacion entre dichas concentraciones.*® En realidad, no se
trata de una concentracion real, sino de una evaluacion de sus proporciones relativas. EL PC
se determina mediante Cromatografia de Gases (GC) con un detector de ionizacion de llama
(FID, Flame lonization Detector), que proporciona la informacion mediante un cromatograma,
usualmente también llamado PC. El cromatograma posibilita una identificacion cualitativa a
través de los tiempos y volumenes de retencion, y una informacién cuantitativa mediante la
altura de los picos y la medida de sus correspondientes areas (Figura 25).
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ldentificacion de cada pico Condiciones de operacién

1 Limonena Columna: capilar, silice fundida; largo 50 m; diametro interno, 0,32 mm
2 1,8-cineol Fase estacicnaria: polietilenglicol 20.000

3 Meniona Espesor de la fase estacionaria: 0,25 um

4 Mentofurano Temperatura del homo: 100 °C durante 2 min, luego un gradiente de
5 Isomentona 3 °C/min hasta 220 °C y luege isotérmico durante 30 min_

6 Acetato de mentilo Temperatura del inyector: 250 °C

7 Mentol Temperatura del detector: 250 °C

8 Pulegona Detector: de ionizacién por llama.

9 Piperitona Gas de arrastre: nitrégeno

Volumen inyectado: 0,5 pl.
Velocidad lineal promedio: 0,8 ml/min
Divisor de flujo: 1/100

Figura 25. Cromatograma tipico obtenido mediante GC de un AE de Mpi segun un analisis cuantitativo
por el método de porcentaje de areas sin correccién de factores de respuesta.’?
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Sin lugar a dudas, los métodos cromatogréaficos son los mas eficientes para determinar
la composicion de los AE, detectar tanto impurezas como adulteraciones y llevar a cabo
cuantificaciones.?'>® En los (ltimos afios se ha incrementando la utilizaciéon de la
cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas (GC-MS) y la utilizacion de
tecnicas con mayor poder de resolucion como las multidimensionales o la GC
enantioselectiva. Actualmente, la GC acoplada a la olfatometria (GC-O) permite separar los
compuestos volatiles y evaluar la contribucién de cada uno de ellos en el aroma glogal del AE,
lo que ha transformado a esta técnica, en una herramienta fundamental para el analisis
sensorial.1?%1%1 A continuacion, se presenta un cromatograma tipico obtenido mediante GC-O

de un extracto de Mpo.1®
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Figura 26. Componentes representativos del aroma de Mpo detectados mediante GC-0.1%

Célculo del porcentaje de disminucion del contenido de PUL para los AE de menta*

Muestra
AE de Mpi con un contenido maximo de PUL = 3,0% (Farmacopea Europea) d3) = 0,916

= La Unién Europea (UE) recomienda una dosis maxima de 1,2 mL por dia de AE de
Mpi. Conforme a la densidad, 1,2 mL de AE equivalen a 1.099,0 mg/mL.

= En 1.099,0 mg/mL de AE existe un 3,0% de PUL, es decir, 32,97 mg/mL de PUL.

= La ingesta de PUL por dia de una persona de 50 kg (tomado como referencia)
equivalen a 0,66 mg/kg de PUL

= Como el Comité de Expertos en Sustancias Aromatizantes/Saborizantes (CEFS) del
Consejo de Europa establece una Ingesta Diaria Tolerable (IDT) de 0,1 mg/kg de
peso corporal por dia (pcd). Los 0,66 mg/kg de PUL en términos de IDT
corresponden a 0,45% de PUL. Porcentaje al cual se debe disminuir el contenido
original de PUL (3,0%) del AE de la muestra.

0i66ima/kg ~r e 3,0% de PUL
0,1 mg/kg....coeveenene. x = 0,45% de PUL

Figura 27. Ejemplo numérico para calcular el porcentaje de disminucién del contenido de PUL en los
AE de menta.*
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