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RESUMEN

Se determiné el efecto antimicrobiano del aceite esencial de ajo (Allium sativum) y
cebolla (Allium cepa) sobre dos cepas puras, una esta vinculada con la descomposicion de
alimentos Pseudomonas fragi y Lactobacillus pentosus es utilizado en procesos de
bioconservacion de algunos alimentos fermentados. El propdsito central fue conocer las
concentraciones de inhibicion de los aceites esenciales de ajo (Allium sativum) y de cebolla
(Allium cepa) por separado asi como el efecto sinérgico cuando se combinaron 2:1, 1:1,
1:2; en total cinco tratamientos con cinco niveles de concentracion propuestas, (0.03,
0.36, 3.69, 49.6 y 196 ul de aceite(s) esencial(es)/ml de medio de cultivo), en la cual se
reduce el crecimiento celular.

En ajo, el nivel de concentracion de 196 pl/ml inhibi6 hasta 17.76 % a P. fragi y
33.19 % L. pentosus. La cebolla presentd menor inhibicion comparada con ajo y en las
mezclas no se apreci¢ efecto sinérgico que superara a cada aceite por separado. La
inhibicion en ambos microorganismos disminuyé en la medida que aumento la
concentracion del aceite esencial de cebolla. En las concentraciones de 0.039 y 0.39 ul/ml
se favorecid mayor crecimiento de los microorganismos comparado con un blanco al que
no se incluy6 ningun aceite. En los niveles de 49.6 y 3.9 ul/ml no hubo diferencia entre si y
ambos presentaron valores de alrededor de 12 y 15 % en L. pentosus y P. fragi,
respectivamente.

Los aceites esenciales probados se obtuvieron mediante el método de arrastre de
vapor en condiciones de vacio estandar y se reporté para cebolla un rendimiento de 42 %
por arriba de las referencias bibliogaficas y de la misma forma 35 % para ajo. La
caracterizacion por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas indicd que
los 10 compuestos alifaticos identificados en ajos contienen azufre, mientras que en
cebollas de los 20 identificados, dos de los mas abundantes son aldehidos carentes de
azufre, de los 18 restantes 9 son ciclicos de los cuales dos contienen nitrogeno, los 9
restantes son alifaticos. También sobre los aceites se determind el contenido de grupos

sulfhidrilo y se encontré que el de ajo contiene 25 % mas que el de cebolla y entre las



combinaciones de los aceites, la cantidad de grupos sulfhidrilo diminuy6 en forma que baj6
la concentracion de aceite esencial de ajo.

Con el fin de conocer si las concentraciones inhibitorias de aceites esenciales eran
aceptadas o rechazadas al ser incorporadas en chorizo tipo espafiol como sazonadores, se
probaron concentraciones de 49.6 y 196 ul/ml, y con ellos se mejoran los atributos
sensoriales del producto carnico, la mejor combinacion, y segiin el panel de evaluacion,
fue la de ajo y cebolla en proporcion 1:2 en nivel de 196 pl/ml.

De la misma forma, los objetivos particulares incluyeron ademas de montar y
adaptar metodologias de manera secuencial, entre otros, establecer el método de
extraccion, prueba analitica de cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas
(GC-MS) y quimica con el reactivo de Ellman; prueba especifica para caracterizar grupos
sulthidrilo. Los bioensayos se realizaron en caldos de cultivo selectivos, con los
tratamientos y niveles sefialados, para medir la absorbancia a 560 nm respecto del tiempo,
el cual es un método indirecto de medir el crecimiento celular. Para evaluar las curvas de
crecimiento y medir su modificacion de acuerdo con la concentraciéon y combinacion de
los aceites se realizaron regresiones lineales y se calculoé mediante integrales definidas, las
areas bajo la curva en intervalos que llegan hasta el inicio de la fase estacionaria de cada
microorganismo.

La importancia de la técnica de extraccion de los aceites esenciales de ajo y cebolla
mediante arrastre de vapor en condiciones de vacio estandar radica, ademas del bajo costo
al compararlo con otros métodos como el de (CO;) en estado liquido (fluidos
supercriticos) y la extraccion por solventes, en que con la metodologia empleada se
pueden obtener esencias puras, ya que no se arrastran oleorresinas ni otras grasas,
pesticidas y restos de solventes en la muestra. Por estas razones, se utilizo esta
metodologia lo que aseguraba la obtencion de compuestos con los que se podian
experimentar, analizar y comparar con especificaciones y trabajos publicados. El trabajo
desarrollado, ademas de aportar la metodologia de extraccion de aceites esenciales de ajo

y cebolla, pilar ésta tesis, deja la opcion de otras investigaciones de interés.



!Como nos acordamos del pescado que comiamos de
balde en Egipto, de los pepinos y las sandias y los

puerros y las cebollas y el ajo!

Numeros 11:5

La Biblia.
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esféricas, (b) en presencia de (EAA) se tienen células deformadas y
distorcionadas y en algunos casos colapsadas; como lo indica la
flecha; CD sefiala los restos citoplasmicos y la barra (parte inferior

de a) es de 4 u m. (Mahmoud y Ghannoum, 1988)
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depende del tipo de uniones que establezca con la enzima. Es
irreversible cuando se genera un enlace covalente, con fuerzas
electrostaticas es reversible.

Dialil disulfuro o alicina. Sustancia azufrada, inhibidor enzimatico del
metabolismo celular. Compuesto mas abundante en el aceite esencial
de ajo.

Ajoeno, estructura quimica, 2-vinil-4H1,3-ditiina. No CAS [92285-01-
3] 2-Propenil 3-(2-propenilsulfinil)-1-propenildisulfuro 4,5,9-tritio-
1,6,11 dodecatrieno 9-6xido [92284-99-6, 92285-00-2] Sintetizado por
Block y col. en 1986 a partir de alicina calentando en acetona-agua.
Djerassi C. y col., 1994,

Dialil trisulfuro. Estructura quimica H;CCHCH,SSSCH,CHCH,
Estructura quimica de aceites esenciales de cada grupo en la
clasificacion de Reineccius en 1994.

Formacion de la alicina a partir de aliina por la acciéon de la alinasa.
Reaccion estequiométrica.

Compuestos azufrados extraidos de ajo (Allium sativum) por diversos
métodos.

Compuestos azufrados extraidos de la cebolla, el factor lacrimégeno es
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un isémero estructural de la aliina.

Representacion esquematica de los destiladores de aceites esenciales
por arrastre de vapor en condiciones de vacio estandar. Consta de tres
partes, dedo refrigerante en la parte superior, cuerpo del destilador y
matraz para contener la muestra.

Principio general de un espectrometro de masas.

Esquematizacion del fundamento y principios de operaciéon de un
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Representacion de un espectrometro de masas en donde en la primera
etapa de activacion, las moléculas, iones o atomos son activados al
aumentar su nivel energético (energia potencial, parte superior de la
rampa). Posteriormente se aceleran al descender y la energia potencial
adquirida anteriormente se transforma en energia cinética y es igual para
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Espectro de masas, patron del dialil disulfuro comparado con el patrén
de la biblioteca NBS, parte inferior. Se puede apreciar que el fragmento
mas abundante tiene 41 unidades de masa atomica.

Patron de fragmentacion del dialil disulfuro.

Reactivo de Ellman 5,5-di-tio bis (acido 2-nitro benzdico) DTNB-
C14HN20sS,

Reaccién del reactivo de Ellman en la formacion del pigmento

Curva de crecimiento tipica de células bacterianas en
cultivo por lote.
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Cromatograma de aceite esencial de ajo (Allium sativum) obtenido por
arrastre de vapor en condiciones de vacio estandar

Cromatograma de aceite esencial de cebolla (Allium cepa) obtenido
por arrastre de vapor en condiciones de vacio estandar

Prueba del reactivo de Ellman en los cinco tratamientos y los cinco
niveles, mismos que se probaron en las cinéticas microbianas

Curvas de crecimiento de Lactobacillus pentosus

Lactobacillus pentosus en presencia de aceite esencial de ajo
Lactobacillus pentosus en presencia de aceite esencial de ajo y cebolla
en proporcion 2:1

Lactobacillus pentosus en presencia de aceite esencial de ajo y cebolla
en proporcion 1:1
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en proporcion 1:2

Lactobacillus pentosus en presencia de aceite esencial de cebolla
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Pseudomonas fragi en presencia de aceite esencial de cebolla

Un posible mecanismo de intercambio de grupos tiol- o intercambio de
disulfuro es el catalizado por la glutation reductasa. La cinta parpura
representa el esqueleto polipeptidico de una proteina. El ataque del
grupo tiol o mercapto puede ser ionizado en forma de tiolato.

Diagrama de la cadena del transporte de electrones mitocondriales,

indicando la ruta de la transferencia (negro) y la bomba de protones
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(rojo). Los electrones son transferidos entre los Complejos Iy III por la
coenzima Q, soluble en la membrana; y el Complejo IIT y IV por el
citocromo C entre la membrana y la proteina periférica.

Citocromo C. Participa en el transporte de electrones del proceso de
obtencion de energia desde el alimento hasta el oxigeno. El interior de
cada proteina es un grupo prostetico llamado grupo hemo, de color
naranja en la ilustracion. Alterna entre los estados oxidados y reducidos
de hierro y azufre, en contra de la pérdida de electrones que pasan a lo
largo de la cadena del transporte de electrones

Pirofosfato de tiamina

GSH; y-glutamil-cisteinil-glicina, glutation

Algunas reacciones que involucran a la glutation: (1) detoxificacion con
la glutation peroxidasa (2) regeneracion de GSH a partir de GSSG por
la glutation reductasa, (3) modulacion de la tiol transferasa; encargada
del balance disulfuro de las proteinas y (4) biosintesis de leucotrienos
mediante la glutation -S-transferasa

Ruta de la transferencia de electrones para la reduccion del NDP
(Nucleésido de di fosfato) que participa en la formaciéon de
desoxiribonucleotidos. EIl NADPH proporciona equivalentes reductores
en el proceso entre los intermediarios de la tioredoxina reductasa,
tiorredoxina, y reductasa ribonucleoétido

Hoja maestra de evaluacion, para cada juez, en la que se anotaron los

comentarios realizados en los grupos de muestras evaluadas
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Foto 1. Bifacial hallado en el Sahara.
Coleccion IFAN, Dakar, Senegal.
(Toussaint y col., 1991).

Nuestro universo seria una cosa muy limitada si
no ofreciera a cada época algo que investigar ...
La naturaleza no revela sus misterios de una vez
para siempre.

SENECA, CUESTIONES NATURALES, -

libro 7, siglo primero
INTRODUCCION

Una necesidad fundamental de la humanidad es’

alimentarse, podria decirse que la industria alimentaria

apareci0 en el momento que se inventd la primera

herramienta, hace ya unos dos millones de afios, la historia

de
alimentacion es tan
vieja como la historia
de

Desde hace millones

nuestra

la  humanidad.

de afios compartimos con nuestros alimentos una
evolucion comin. La adaptacion ha sido reciproca,
tratando de mantener el equilibrio biologico, que
desde siempre, es uno de los secretos fundamentales
de la vida. La produccion de alimentos viene
participando a través del tiempo en la lucha por la
sobrevivencia de la especie, aun vigente hoy.

Surgio, la industria alimentaria, de nuestra
necesidad de disponer de recursos, de la historia de
la domesticacion de nuestros comestibles y del

control de nuestra alimentacion.

Foto 2. Vendedor de pescado. Pintura mural, siglo
XMl a de C. isla de Thera, Grecia. Museo
Arqueoldgico de Atenas. (Toussaint y col., 1991).
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Desde el momento que nuestra dieta se
diversificé y mejord, el ser humano se las ingenié para
preservar los viveres del deterioro o la descomposicion
por  microorganismos mediante  técnicas de

conservacion, como son: l1a desecacion, el ahumado, el

frio, la  coccion, la
acidificacion, la sal, las
grasas, la miel, los azicares
y el alcohol.

El fuego, el frio y Ia

sal nos habian permitido

hacer las primeras

Foto 3. Campesinos egipcios cribando el grano  provisiones. El aceite, la
con palas de madera. Detalle de pintura mural. . .
Tumba de Mennah, Tebas, Egipto. (Toussaint y miel, el vino y luego los

1., 1991). ‘ . .
ool ) alcoholes enriquecieron

nuestros meétodos y prolongaron el tiempo de conservacion. Foto 4. Cal, tequezquite y sal.
Minerales utilizados como métodos de
conservar y procesar alimentos. La
nixtamalizacion del maiz con la cal (1 a
3 % y hervir durante 20 a 40 minutos
dietética y la tecnologia que, en la actualidad, compiten conreposo de 10a 12 horas) es uno de
los aportes de la cultura prehispanica de
en imaginacidny resultados. Meso América al consumo de alimentos
en el mundo. (Castello y col,, 1991).

Procedimientos ancestrales que so6lo serian sustituidos o

modificados en el siglo XIX por la quimica, la biologia, la

Hoy, entre los métodos de
conservacion también se dispone de aditivos, que segun su
uso en un comestible, generalmente se clasifica como parte
de cinco fracciones de funciones primarias;, son estas:
mejoramiento en el valor nutricional, conservacion,

mejoramiento en la textura, adicion de color y adicién de

_aroma y sabor. De las cinco, las mas facilmente justificables

'-"'fsofn[ el mejoramiento en el valor nutricional y la

Foto 5. Pez alado, Cultura ‘San’ Agustin, . . . y _ .
afios 100 a. C. - 800 d. C., Colombia. conservacion; al evitar la proliferacion de microorganismos

(Museo del Oro, Santa Fé de Bogota, } .. .
Colombia., 1994). indeseables que impiden su consumo posterior.
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Materias primas son producidas en ung region
y transportadas hasta otra para su proceso o
industrializacion, posteriormente se distribuyen en
diferentes lugares donde pueden pasar meses o
incluso afios desde su produccion hasta el consumo.
Para realizar el manejo y soportar el tiempo de
conservacion se requiere de un sistema de mercadeo
asi como un medio efectivo de conservacion. Las

nuevas formas de preparaciéon de los alimentos han

Foto 6. Una de las primeras latas de
harina lacteada Henri Nestlé, fin del siglo
XIX. (Toussaint y col., 1991).

incrementado la necesidad de almacenarlos
y por consiguiente conservarlos, ejemplos
de nuestro tiempo son: la industria de los
productos camicos, lacteos, botanas,
conservas, alimentos de bajas calorias,

alimentos sustitutos y otros. En algunos

casos, para lograr su conservacion, se

utilizan compuestos quimicos o meétodos

ﬁsicos’ pero fue en los umbrales del siglo Foto 7. Tienda de ultramarinos, Florencia, Italia.
(Toussaint y col.,1991).

XX cuando se usaron extensivamente en

forma de aditivos, preferentemente de

origen natural.
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Las fuentes naturales, como las especias y
otros vegetales para el control antimicrobiano, se
usan con mas frecuencia  desplazando
gradualmente  las  sustancias  sintetizadas
industrialmente con el mismo prop6sito. Un
método de conservaciébn empirico en el que se
inhibi6 el crecimiento de microorganismos, siglos
atras, se relaciona con el principio aromético y de
sabor de algunos vegetales, debido a los aceites
esenciales que son su principio activo y pueden ser

inhibidores y saborizantes segin la concentracion

(Conner, 1993; Jeanflis y col., 1991; Farag y col.,
f;;z :S;ge;liz 1de ;sgpgfias, Estambul, Turquia 1989; Collins y Charles, 1987; Hitokoto y col.,
1980, Hargreaves y col., 1975).

Los aceites esenciales y en general los aromas son de primordial importancia en
la quimica del olor y sabor; en productos bioldgicos proporcionan el aroma distintivo de
la fuente de donde provienen y son de los principales atributos sensoriales de los
alimentos de consumo humano (Kim y col., 1995; Reineccius, 1994; Maarse y Visscher,
1989; Pafumi, 1986; Zaika y Kissinger, 1981; Shelef'y col., 1980).

Los volatiles responsables del sabor y aroma, se sintetizan durante ciertas etapas
del desarrollo de plantas, animales y cultivos celulares. Segin la Food and Drug
Administration (FDA) de los Estados Unidos de Norte América "son sustancias
consideradas en el grupo de los aditivos alimentarios de origen natural, tienen estatus
regulatorio GRAS o Generalmente Recomendados Como Seguros”, se pueden etiquetar
como saborizantes 100 % naturales y su uso estd limitado por buenas practicas de
manufactura. En el Sistema Internacional de Nomenclatura SIN, no se enumeran y no
estdn sujetas a dosis maximas legales, la cantidad de aceite esencial, se autolimita por
razones sensoriales. Esto significa que la cantidad de la sustancia afiadida al alimento en
la fabricaciéon no excedera la necesaria para obtener la aceptacion por parte del

consumidor (Leung y Foster, 1996; Davison y Branen, 1993; Tainter y Grems, 1993;
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Smith, 1992). En vegetales, su composicion quimica, proporcion, cantidad y calidad
depende, en primer término, de la especie botanica -variedad, genética-, y de factores
abioticos tales como el medio ambiente, clima, condiciones del suelo y de factores
socioculturales como practicas culturales, estado de desarrollo, manejo poscosecha
previo a la extraccion y meétodo de extraccion (Sass-Kiss y col, 1998; Randle y col,,
1994; Chieko y col., 1993; Tung y col., 1994; Mazza y col., 1992).

Los trabajos de investigacion sobre aceites esenciales de ajo (Allium sativum) y
cebolla (Allium cepa) en microbiologia y medicina, por ser inhibidores de algunas
enzimas involucradas en las rutas metabolicas celulares, han generado amplio interés en
experimentar para conocer y desarrollar sus potenciales como farmaco asi como
antimicrobiano y sazonador (Dainty y MacKay, 1992; Talaat y col., 1989; El- Khateib,
1987, Azzouz, 1982; Danker y col., 1979). Milenariamente s¢ han utilizado a los ajos y
cebollas en la medicina tradicional o también Ilamada empirica o folklérica, en
tratamientos diversos. Se han publicado estudios que incluyen la generacién de los
compuestos en el tejido vegetal asi como rutas bioquimicas de los aromas producidos con
microorganismos, también hay investigaciones en el tratamiento de algunos tipos de
cancer, como antitrombotico, insecticida, antimicrobiano en alimentos, sazonador, y
hasta como estimulador de la brotacion de yemas de ciruelo japonés (Prunus salicina
Lindl) en lugares con baja acumulacion de frio (Sanchez y col. 1997, Singh y Singh,
1995; Kammerer, 1993; El-Shourbagy, 1993; Fenwick, 1985; Shelef'y col. 1984).

Con la presente investigacion se reporta el método de extraccion de aceites
esenciales, por el método de arraétre de vapor en condiciones de vacio estindar, y se
probaron como inhibidores del crecimiento celular; dada la tendencia del uso de
sustancias de origen natural como métodos de conservar y sazonar alimentos asi como
posibles principios activos en el desarrollo de medicamentos con sus implicaciones en
problemas de salud publica y con 1a consecuente importancia econdmica. También se
realizo la caracterizacion cromatografica y quimica mediante el reactivo de Ellman de los
compuestos volatiles de dos variedades vegetales cultivadas en México de los que no se

tenian reportes previos.
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“... en general, la respiracion no es otra cosa que una
combustién lenta de carbono e hidrégeno, la cual es
completamente similar al fenémeno que ocurre en una
limpara o un candil iluminado, y que desde este punto
de vista, los animales que respiran son combustible
verdadero que se encienden y consumen a si mismos.”

ANTOINE LAVOISIER - ARMAND SEGUIN, 1789.

IL.  ANTECEDENTES

Cuando los microscopios fueron
suficientemente poderdsos, Louis Pasteur, en
1860, demo?tré el proceﬁo de envenenamiento
microbiano de los alimentos al establecer que la
fennentacién es causada por microorganismos.
En la actualidad, la industria alimentaria domina
tratalrﬁentds especificos capaces de impedir o
favorecer el desarrollo de los millones de células
quev amenazan y/o que pueden proliferar en los
diversos grupos de alimentos; son ejemplos: la

pasteurizacién, productos enlatados, envasado al

vacio, aditivos, alimentos fermentados como

quesos, aceitunas, etc. (Toussaint y col. 1991)

Foto 9. Microfotografia de barrido de moho
filamentoso formando una capa blanca en ciertos

quesos (Toussaint y col., 1991). consideran los mas importantes riesgos dentro de

Los factores microbiologicos  se

la perspectiva de salud publica porque son
capaces de causar de manera extensiva enfennedade'sv en las que el alimento es el
vehiculo. En la industria alimentaria es basico asegurar la calidad del producto con
métodos que eviten la proliferacion de microorganismos, como son los programas de
Analisis de Riesgos en Puntos Criticos de Control (ARPCC) o sus siglas en inglés
HACCP. El sistema es de tipo preventivo y se encarga de la seguridad de los alimentos;
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esta basado en disefiar el proceso desde la produccion hasta el consumidor final
impidiendo el crecimiento de microorganismos patdgenos, mediante el manejo de
factores ecolégicos del alimento con principios técnicos y cientificos (Multon, 1996;
Stevenson y Bernard, 1995; Middlekauff y Shubik, 1989).

IL1. Principales microorganismos de descomposicion

Los alimentos, se pueden considerar como un medio ambiente selectivo para el
crecimiento celular en los que sus variables fisicas y composicion quimica seleccionan
aquellos microorganismos que poseen los atributos bioquimicos y fisiolégicos para
proliferar. En otros términos, el que mejor se adapta al ambiente, crece mas rapido.
Cuando un comestible -de un ambiente definido- es colonizado por células, al ocurrir el
crecimiento, cambia el ecosistema de tal forma que modifica las asociaciones que son
capaces de desarrollarse. Segun Ray (1996), Leistner y Gorris (1995) y Gould (1992), los
cinco factores que afectan el metabolismo celular y como consecuencia la ecologia
microbiana de los alimentos se agrupan en la Tabla 1, la combinacién y el manejo de
éstos en la practica para evitar o inducir el desarrollo celular se conocen como tecnologia
de barrera.

Muchos microorganismos patogenos (bacterias, mohos y virus) pueden
contaminar el alimento durante las etapas de su manejo entre la produccion y el
consumo. La ingestion de algunos microorganismos no es peligrosa para la salud; el
sistema digestivo los elimina antes de que puedan causar el menor trastorno. Por el
contrario, su multiplicacion en los alimentos y la generacion de sustancias toxicas es la
causa del problema cuando son ingeridos. Se requiere como medida de control para
evitar la proliferacion y como consecuencia la generacion de toxinas, un proceso

adecuado ¢ higiene rigurosa desde el inicio hasta el consumidor.
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Tabla 1. Principales factores que afectan la ecologia microbiana de los
alimentos (Ray, 1996, Leitsner y Gorris, 1995; Gould, 1992).
QUIMICO FiSICO FACTORES DE FACTORES FACTORES
PROCESO EXTRINSECOS IMPLICITOS Y
‘ MICROBIOLOGICOS
Nutrientes Actividad de Agua | Cambios en los | Temperatura Microorganismos
presentes aw tipos de presentes
Mmicroorganismos Humedad
Naturaleza delos | Hielo y sus efectos relativa | Fase microbiolégica lag
solutos Cambios en el y velocidad de
niumero de | Presidn parcial | crecimiento
pH y capacidad de | Concentracion por | microorganismos de oxigeno
amortiguacién congelamiento Efectos sinérgicos
. Cambios en la Presencia de
Potencial de 6xido | Viscosidad composicion del otros gases Efectos antagénicos
reduccion alimento
Microestructura

Presencia de Cambios en la
aditivos y Compartamentaliza | estructura del
sustancias cion ' alimento
antimicrobianas

I1.1.1. Grupos bacterianos importantes en alimentos

De la cantidad de microorganismos y contaminantes encontrados en alimentos,

las bacterias constituyen el grupo mas importante entre insectos, helmintos y desechos de

aves y roedores. Factores que influyen o son relevantes en el desarrollo celular son: su

rapida velocidad de crecimiento, facilidad de proliferar en los mas diversos ambientes,

facilidad de utilizar sus nutrientes, habilidad de crecer en un intervalo amplio de

temperaturas, aecrobiosis, pH, actividad de agua (a,), asi como el potencial de

sobrevivencia -como las esporas a temperaturas altas-. Los factores antes mencionados

son los criterios de decision en la implementacién de programas de calidad, respecto de

los microorganismos en lugares donde se manejan alimentos.

Las bacterias en alimentos se han dividido y agrupado sobre la base de algunas

caracteristicas similares, recopiladas en la Tabla 2.
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Tabla 2. Grupos bacterianos importantes en alimentos (Ray, 1996).
DIVISION CARACTERISTICAS MICROORGANISMOS
1) Acéticas Produce acido acético. Acetobacter aceti
2) Butiricas Produce acido butirico. algunas Clostridium spp. como
Clostridium butiricum
3) Lacticas Produce relativamente grandes cantidades de | Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,

acido lactico a partir de carbohidratos.

Lactobacillus y Streptococcus
thermophilus.

4) Propiodnicas

Son usadas en fermentacion lactea.

Propionibacterium freudenreichii

5) Acidurica

Capaz de sobrevivir a pH por abajo de 4.

Algunos Lactobacillus, Pediococcus,
Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus.

6) Coliformes

Son usados como indice de sanitizacion.

Principalmente Escherichia, Enterobacter,
Citrobacter, Klebsiella.

7) Coliformes fecales

Son usados como indice de sanitizacion.

Escherichia coli

8) Esporulados Habilidad de producir esporas Bacillus, Clostridium y Desulfotomaculum
Spp-
9) Halotolerantes Capaces de sobrevivir a altas Algunos Bacillus, Micrococcus,
concentraciones de sal (arriba o iguales Staphylococcus Pediococcus, Vibrio y
al 10 %) Corynebacterium.

10) Lipoliticas

Capaz de hidrolizar triglicéridos, debido a la
produccion de lipasas extracelulares

Micrococcus, Staphylococcus,
Pseudomonas,Alteromonas y

relativamente Flavobacterium
11) Osmofilica Pueden crecer en altas concentraciones Staphylococcus. Leuconostoc,
osmoéticas, son mucho menos osmofilicas Lactobacillus

que las levaduras y mohos.

12) Patégenos entéricos

Causan infecciones gastrointestinales

Salmonella, Shigella, Campylobacter,
Yersinia, Escherichia, Vibrio, Listeria,
Hepatitis A

13) Productores de Debido a la sintesis de polisacaridos Xanthomonas, Leuconostoc, Alcaligenes,
gomosidad Enterobacter, Lactococcus y
Lactobacillus.
14) Productoras de gas Producen C0,, H,, H,S durante el Leuconostoc, Lactobacillus,
metabolismo de nutrientes. Propionibacterium, Escherichia,
Enterobacter, Clostridium vy
Desulfotomaculum.
15) Proteoliticas Hidrolizan proteinas, debido a la produccion Micrococcus, Staphylococcus, Bacillus,
de proteinasas extra-celulares. Clostridium, Pseudomonas, Alteromonas,
Flavobacterium, Alcaligenes, algunas
Enterobacteriaceae y Brevibacterium.
16) Psicrotréficas Pueden crecer en temperaturas de Pseudomonas, Alteromonas, Alcaligenes,

refrigeracion (menores o iguales de 5 °C)

Flavobacterium, Serratia, Bacillus,
Clostridium, Lactobacillus, Leuconostoc,
Carnobacterium, Brochotrix, Listeria,
Yersinia y Aeromonas

17) Sacaroliticas

Hidrolizan carbohidratos complejos.

Bacillus, Clostridium, Aeromonas,
Pseudomonas, Enterobacter

18) Termofilicas

Capaz de crecer por arriba de 50 °C

Algunos Bacillus, Clostridium,
pediococcus, Streptococcus, Lactobacillus

19) Termodurica

Capaz de sobrevivir a temperaturas de
pasteurizacion.

Algunos Micrococcus, Enterococcus,
Lactobacillus, Pediococcus, Bacillus
(esporas) y Clostridium {esporas)
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Con base a la clasificacion del manual de Bacteriologia Determinativa editado

por Holt (1993) asi como por Ray (1996) en base al Género y Familia, por su

importancia, se toman estos grupos de bacterias porque estin presentes en alimentos.

Se encuentran ordenadas en secciones y se recopilan en la Tabla 3.

Tabla 3. Género de bacterias importantes en alimentos (Ray, 1996; Holt y
col., 1993)
Descripcién Familia Género
Gram-negativos,aerdbico / microaerofilico, no indicada Campilobacter
méviles, helicoides/ vibrioides
Gram-negativos, aerdbico, bastones y cocel Pseudomoneaceae Pseudomonas, Xantomonas
Acetobacteraceae Acetobacter, Gluconobacter
Nisseriaceae Acinetobacter, Moraxella
no indicado Alteromonas, Flavobacterium, Alcaligenes,
Brucella, Psychrobacter
Gram-negativos,anaerdbios facultativos, bastones Enterobacteriaceae Citrobacter, Escherichia, Enterobacter, Edwarsiella,
Erwinia, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Proteus,
Salmonella, Shigella, Serratia, Yersinia,
Vibrionaceae Vibrio, Aeromonas, Plesiomonas
Rickettsias Rickettsiaceaceae Coexiella
Gram-positivos Micrococcaceae Micrococcus, Staphylococcus
coccl
no indicado Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Sarcinia
Gram-positivos, no indicada Bacillus,
formador de endosporas,bastones y cocci
Sporolactobacillus, Clostridium, Desulfotomaculum’
Gram-positivos, no indicado Lactobacillus,
no esporulados, Carnobacterium, Brochotrix, Listeria,
bastones regulares
Gram-positivos, no indicado Corynebacterium,

no esporulados, bastones irregulares

Brevibacterium, Propionibacterium, Bifidobacterium

* Las células Desulfotomaculum son gram negativas
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IL1.1.1.

El musculo animal (Figura 1) es un
medio de cultivo rico en nutrientes, esta
conformado por un manojo de fibras
contractiles rodeado de una cobertura de
tejido conjuntivo, que constituye una

proteccion  efectiva  contra la

contaminacion externa. Quimicamente,
en promedio, la carne de los mamiferos
contiene 18 % de proteinas, 75 % de agua,
el contenido de carbohidratos es bajo y el
de grasas muy variable (Bourgeois y
Leveau, 1995). La Tabla 4 presenta la
promedio  del

composicion  quimica

musculo magro para varias especies.

Principales microorganismos de descomposicién de carnes rojas
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Figura 1. Estructura del musculo estriado. Micrografia
electronica de partes de tres miofibrillas en seccion
longitudinal. Estan separadas por aberturas horizontales. La
parte clara es la banda I, la cual contiene filamentos delgados
arreglados hexagonalmente; la banda A, marcada en obscuro
contiene solamente filamentos empacados hexagonalmente;
aquellos obscuros de la parte exterior son segmentos que
contienen traslapamientos delgados y filamentos delgados;
como los discos Z que estan anclados; y el disco M aparece
como una protuberancia en el centro de cada filamento
delgado. La unidad funcional de las miofibrillas, el sarcomero,
es la region entre dos discos Z sucesivos en el musculo (Voet y
Voet, 1995).

Tabla4. Composicion quimica promedio del tejido muscular de algunas
especies (Dainty y Mackey, 1992; Fennema, 1984).
COMPOSICION (%)
ESPECIES AGUA PROTEINA | LIPIDOS | CENIZAS | OTROS COMPUESTOS
(%, P/V)} EN GENERAL
Bacalao 81.2 17.6 0.3 1.2 L (+) Acido lactico 0.9
Cerdo 68 - 70 19-20 9-11 1.4 Glicogeno 0.1
Cordero 73 20 5-6 1.6 Nucledtidos 0.3
Pollo 73.7 20-23 4.7 1.0 Azicares fosfatados 0.1
Res 70 -73 20-22 4-8 1.0 Productos de ATP 0.3
Salmén 64 20-22 13-15 1.3 Aminoacidos 0.4

Tan pronto como se sacrifica un animal, el musculo asume el estado rigido o de

rigor mortis, esta transformacion esta acompafiada de una caida progresiva del potencial
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de éxido-reduccion o potencial eléctrico (Eh) del musculo; que en su estado normal es
de 250 mV y desciende hasta -50 mV. También ocurre un descensoen el pH de 7.4
hasta 5.5 y éste se produce cuando el glucogeno es convertido hasta acido lactico.
Por otro lado, cesan los mecanismos de defensa del animal haciendo al tejido muscular
mas vulnerable al crecimiento bacteriano, aunque microbiolégicamente, en el momento
de la matanza, el musculo estd practicamente libre de microorganismos, cuando de
animales sanos se trata (Bourgeois y Leveau, 1995; Voet y Voet, 1995).

Las fuentes iniciales de contaminacion del tejido muscular, algunas veces, son los
ganglios linfiticos cuando estdn contaminados con microorganismos. También pueden
ser aquellos que se encuentran en el tracto digestivo, donde al cruzar la barrera intestinal
son transportados por el flujo sanguineo con los que se pueden causar contaminaciones
profundas (Bourgeois y Leveau, 1995; Dainty y MacKey, 1992). En la superficie de las
canales se puede encontrar un gran numero de microorganismos de diversos tipos; se
puede desarrollar una flora caracteristica que varia de un lugar anatémico a otro y
depende en gran medida de la temperatura, pH y la atmosfera gaseosa (Dainty y MacKey,
1992). Tipicamente, las canales de carne y algunos productos carnicos tienen bacterias
mesofilas (entre 100 y 10 000 por cm?). Una recopilacion de los principales
microorganismos encontrados en la came incluyen: Acinetobacter, Brochotrix,
Pseudomonas, Lactobacillus, Flavobacterium,
Bacillus, Streptococcus, Aeromonas,
Corynebacterium, Clostridium y Arthrobacter
(Bourgeois y Leveau, 1995; Dainty y MacKey,
1992; Van der Zant y Splittstoesser, 1992).

IL1.1.2. Pseudomonas fragi

El género Pseudomonas, pertenece a
los procariontes, sus células tienen formas
rectas o bastones ligeramente curvos, miden

alrededor de 0.5-1.0 x 1.5-5.0 um (Foto 10).

Foto 10. Fotografia de barrido electronico de
Pseudomonas fragi (Campbell, 1993).
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Se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza. Muchas especies de esta familia
acumulan B-hidroxibutirato como material de reserva de carbono, las células se tifien de
forma gram negativa. La mayoria de especies de Pseudomonas pueden crecer en
condiciones acidas hasta pH = 4.5, no requiere de factores de crecimiento para su
desarrollo. Tienen metabolismo respiratorio estrictamente aerdbico en el cual el oxigeno
es el aceptor final de electrones. En pruebas bioquimicas, se conoce que son oxidasa
positivas 0 negativas segin la cepa, son catalasa positivas y ademds quimio
organotroficas, son psicrotroficas y pueden crecer a 5 °C aunque su temperatura 6ptima
es entre 10 y 25 °C. (Ray, 1996; Holt y col., 1993).

Algunas cepas de Pseudomonas se han utilizado frecuentemente en reacciones de
biotransformacion ya que tienen la habilidad de romper oxidativamente los enlaces C-C y
C-O (Hui y Khachatourians, 1995). Son capaces de metabolizar una amplia variedad de
carbohidratos, proteinas y lipidos en alimentos, pero principalmente en came y pescado
producen proteinasas y lipasas extracelulares que son estables térmicamente; por lo que
las Pseudomonaceae son relevantes en los procesos de conservacion de alimentos y

constituyen puntos de riesgo en programas de calidad de acuerdo con HACCP.

IL1.1.3. Lactobacillus sp.

Varian ampliamente en cuanto a forma y
tamafio, algunos pueden ser muy largos otros
pueden ser cocobacilares, pueden estar solos o en
cadenas cortas o largas (Foto 11). Los
Lactobacillus se encuentran ubicados dentro del
grupo de los gram positivos no esporulados con
forma de bastones. Son anaerobios facultativos,
la mayoria de las especies no son moviles, en
general son mesofilicas aunque algunas son
psicrotrofas, pueden ser homo o hetero

fermentadores lacticos (Tabla 5). Pueden crecer
Khachatourians, 1995)

Foto 11. Microfotografia de barrido de Lactobacillus
plantarum. WSO. Escala bar = 1lpm (Hui

y
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a pH entre 3.5 hasta 5§ (Ray, 1996; Hui y Khachatourians, 1995). Algunas especies

pueden crecer a bajas temperaturas en productos almacenados a temperatura de

refrigeracion (L. sake, L. curvatus). Se encuentran en plantas, leche, came, heces y

también forman parte de la flora de productos acuicolas. Muchos son usados en

bioprocesos alimenticios (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, L. helveticus, L.

plantarum) y algunos son usados como probioticos (L. acidophilus, L. reuteri, L. casei

subsp. casei). Diversas cepas producen bacteriocinas, que se pueden usar como

bioconservadores de alimentos al impedir el crecimiento de otros microorganismos

(Lactobacillus pentosus) (Davison y Branen, 1993).

Tabla S. Division de las especies de Lactobacillus en grupos (Ray, 1996).
CARACTERISTICAS Grupo | Grupo I1 Grupo I
Designacion previa Thermobacterium Streptobacterium Betabacterium
Carbohidratos Obligado Facultativo Obligado
patrén de fermentacion homofermentativo heterofermentativo heterofermentativo
Productos finales de Ia Lactato lactato, acetato, Lactato,acetato,etanol
fermentacion de etanol, CO,, formato { , CO,
carbohidratos | |
Fermentacion de las negativo positivo positivo
pentosas -
Especies representativas L. delbrueckii subsp. | L. casei subsp. L. fermentum
: delbrueckii : casei L. divergens
: bulgaricus : rhamnosus L. kefir
: lactis : pseudoplantarum | L. confusus
L.. leichmannii L. plantarum L. brevis

L. acidophilus
L. helveticus

L. curvatus

L. saque

L. sanfrancisco

L. reuteri
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II.2. Metabolismo celular

El crecimiento rapido de los microorganismos, una vez que se han adaptado al

alimento, se debe al acoplamiento de reacciones bioquimicas consecutivas y de

transferencia de electrones ejecutadas por las enzimas. El metabolismo celular es la

globalidad de procesos dirigidos enzimaticamente mediante los cuales las células utilizan

la energia que ellas mismas generan en forma de ATP.

Los organismos vivientes no estdn en equilibrio, para su rapido crecimiento

requieren permanentemente el flujo del compuesto mas importante a nivel biologico

conocido como ATP para mantener funcionando en orden su sistema bioquimico. Este

compuesto energético es derivado del acido fosforico y derivados de acidos carboxilicos.

El ATP se forma a partir del adenosin mono fosfato (AMP), mediante reacciones

acopladas entre la fosforilacion oxidativa del
sustrato o fuente de carbono y, también se
puede generar por otro proceso conocido
como la quimiésmosis.

Una caracteristica del metabolismo
degradativo es que convierte un gran numero
de sustancias diversas (carbohidratos, lipidos
y proteinas) a intermediarios comunes. Luego
estos intermediarios son metabolizados en una
ruta oxidativa central que genera pocos
productos finales y después a un intermediario
comun, acetil - coenzima A (Figura 2);
seguido por la oxidacion del grupo acetilo
hasta CO, y H,O por acciones secuenciales
del ciclo del acido citrico, cadena de
transporte de electrones y fosforilacion
sistema alimenticio los

oxidativa. En un

sustratos metabolizables son principalmente

Residuo d
i mercapto etil-amina | Clly

Adenosin -3 -
fosfate

Residuo de
acido pantoténico

! i
Gty P

N

Acetil-coenzima A (acetil-CoA)

Figura 2. Estructura quimica de la Acetil coenzima
A. El enlace tioester de “alta emergia” se indica
con un segmento curvo; el grupo acetil es
reemplazado por hidrogeno (Voet v Voet, 1995).
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los carbohidratos, proteinas y lipidos. Los microorganismos en alimentos se consideran

heterotrofos y por otro lado, también son quimio-organotrofos usando compuestos

organicos como donadores de electrones para generar energia (Voet y Voet, 1995;

Campbell y col., 1993; Colby, 1987).

Las rutas de las reacciones biolégicas se agrupan en dos categorias: las de

degradacion o de catabolismo y las de biosintesis o anabolismo (Figura 3). En las rutas

catabdlicas, los metabolitos complejos son desdoblados exergonicamente hasta productos

Metabolitos complejos

- , \
-~ ADP + HPO}~
"
/ 7 NADPT | S
!
-
J

Degradacion Biosintesis

/
Ny

Productos simpies

Figura 3. Rutas catabolicas. EI ATP y NADPH son las fuentes de
energia libre de reacciones biosintéticas. Ellas son generadas entre la
degradacion de metabolitos complejos y utilizadas en las diversas
funciones biologicas (Voet y Voet, 1995).

simples. Las enzimas son de
importancia central en la
secuencia complicada de
eventos que conducen al
crecimiento, maduracion,
almacenamiento y procesos
de transformcion de
materiales bioldgicos.
Cualquier alteracion en el
comportamiento normal de
las enzimas de un
microorganismo puede tener
consecuencias de
funcionamiento y por lo
tanto afectar el desarrollo
celular (Voet y Voet, 1995;
Campbell y col., 1993).
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IL.2.1.

sobre microorganismos

- Sustrato Inhibidor
W . ) competitivo
J 7 Sitio activo pe \\

= Enzima

17

Mecanismos de accion de aceites esenciales del género Allium

inhibidor no
competitivy

Figura 4. Accion de un inhibidor enzimético. Puede ser reversible o irreversible y depende del tipo de uniones que establezca
con la enzima. Es irreversible cuando se genera un enlace covalente, con fuerzas electrostaticas es reversible (Voet y Voet,

1995; Campbell, 1993).

Cualquier compuesto que reduce la velocidad de reaccion del

metabolismo celular es un inhibidor de enzimas (Figura 4). Se ha comprobado que la

cebolla (Allium cepa) y el ajo (Allium sativum) inhiben la actividad metabolica en

microorganismos segun la concentracion (Whitaker, 1995; Rees y col., 1989; Shashikant

y col., 1988; Vries y Klasen, 1979).

En los vegetales del género A/lium los principales compuestos encontrados en sus

aceites esenciales son de naturaleza azufrada. Por poseer estos compuestos dos pares de

electrones libres en cada uno de los 4tomos de azufre cuando forman enlaces sigma

(Figura 5), presentan un orbital hibrido de tipo
SP? (Pierce, 1986), ademas pueden establecer
puentes de hidrogeno. Como inhibidores, son
especificos a través de sus grupos tiol o
mercapto y modifican el balance de 6xido
reduccion. Hay teorias a nivel celular y
mecanismos propuestos en el bloqueo del
metabolismo celular, en los que se tiene como

comun denominador al azufre y su quimica.

Figura 5. Dialil disulfuro o Alicina. Sustancia azufrada,
inhibidor  enzimatico del metabolismo celular.
Compuesto mas abundante en el aceite esencial de ajo.
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La Tabla 6, recopila algunas de las enzimas celulares inhibidas por la alicina

encontrada en ajo, asi como las referencias donde se reporta.

Tabla 6. Algunas enzimas inhibidas por la alicina encontrada en el ajo
(Allium sativum)

ENZIMA ~ +.  REFERENCIAS
| Acetato kinasa ' H) Focke y col., 1990.
AcetthoA ligasa Zollner, 1993.
| Ac:mlComA Sintetasa Focke y col., 1990.
Alcohol dehidrogenasa Zollner, 1993.
B-hidroxi-decanoil tioester dehidrasa Weete, 1980.
Colin esterasa Zollner, 1993.
Colin oxidasa Zollner, 1993.
Exokinasa Zollner, 1993.
Fosfatasa alcalina Zollner, 1993.
Fosfo trans acetilasa Focke y col., 1990.
Glioxilasa Zollner, 1993.
Glutation reductasa Zollner, 1993; Davison y col. 1993; Voet y col 1995.
L- lactato deshidrogenasa Zollner, 1993.
Papaina Zollner, 1993.
Sulfihidril reductasa Davison y col., 1993,
Succinato deshidrogenasa Zollner, 1993
Superoxido dismutasa Zollner, 1993.
Triosa fosfato deshidrogenasa Zollner, 1993.
Ureasa Zollner, 1993,
Xantin oxidasa Sklan y col., 1992.

La Tabla 7 presenta un compendio del espectro de accion de ajo y cebolla sobre

diversos microorganismos.
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Tabla 7. Espectro de accion del ajo (A/lium sativum) y cebolla (Allium
cepa) reportados en microorganismos.
MICROORGANISMO CARACTERISTICAS CANTIDAD EFECTO REFERENCIAS
DEL EXTRACTO
Aspergillus flavus extracto de cebolla - - Sharma y col., 1979.
Aspergillus parasiticus ajo 0304% inhibe el crecimiento y Graham y Graham,
la produccién de 1987.
aflatoxina
Bacillus cereus acuoso en placas de agar 3% genmicida 31.3% Saleem y Al-Delaimi,
1982.
Bacillus cereus acuoso en placas de agar 5% gemmicida 58.2 % Saleem y Al-Delaimi,
1982.
Bacillus cereus acuoso en placas de agar 10% germicida 100 % Saleem y Al-Delaimi,
1982.
Bacillus typhosus aceite de ajo extrafdo en - altamente inhibitoric Cavallito y col., 1945.
alcobhol etilico
Bacillus subtilis cebolla y ajo deshidratado y - altamente inhibitorio Abdou y col., 1972.
reconstituido
Bacillus typhosus aceite esencial de ajo 1:125000 _parcialmente inhibitorio Cavallito y col., 1945.
Bacillus dysenterae aceite esencial de ajo 1:125000 parcialmente inhibitorio Cavallito y col., 1945.
Bacillus enteritidis aceite esencial de ajo 1:125000 inhibitorio Cavallito y col., 1945.
Candida albicans _jugo de ajo 1:512 mhibida Tynecka y Gos., 1973.
Candida albicans jugo de ajo 1:256 destruida Tynecka y Gos., 1973.
Candida albicans extracto acuoso 1:1024 inhibida Moore y Atkins, 1977.
Candida albicans exiracto acuoso 0.4 mg/ml ligeramente inhibida Mahmoud y Ghannoum,
1988.
Candida albicans extracto acuoso 0.8 mg/ml inhibida Mahmoud y Ghannoum,
1988.
Candida albicans extracto acuoso 1.6 mg/m! inhibida Mahmoud y Ghannoum,
1988.
Candida albicans con extracto acuoso de ajo ~ completamente inhibida Kabelik, 1970.
al15%
Candida utilis - - fuertemente inhibitorios Barone y Tansey, 1977.
Criptococcus EXZacto acuoso 1:1024 inhibidas Moore y col., 1977.
Clostridium botulinum - - -
Tipo A aceite de ajo 1500 pg/g de carme inhibi6 toxinas De wit y col., 1979.
fresca
Tipo B aceite de ajo 1500 pg/g de came inhibicién completa De wit y col., 1979.
fresca
Tipo E aceite de ajo 1500 pg/g de came no fue inhibido De wit y col., 1979,
' fresca
Clostridium perfinges acuoso en medio de cultivo 5% fuertemente inhibitorio Mantis y col., 1978.
Escherichia coli cebolla y ajo deshidratado y 5 % Whvol actividad bactenicida Johnson y Paiza, 1989.
reconstituido
Escherichia coli cebolla y ajo deshidratado y 5-10% Wh méxima actividad Johnson y Paisa, 1989.
reconstruido bactericida
Escherichia coli 1:128 inhibida Tynecka y Gos, 1973. Johnson y Paisa, 1989.
jugo de ajo
Escherichia coli Jjugo de ajo 1.64 muerta Tynecka y Gos, 1973.
Escherichia coli extracto de ajo 3% concentracion inhibitoria El-khateib y col., 1989.
minima
Lactobacillus plantarum acuoso en medio de cultivo mas de 1 % inhibitorio Karaioannoglou y col.,
1977.
Lactobacillus plantarum acuoso en medio de cultivo 2% germicida Karaioannoglou y col.,
1977.
Lactobacillus plantarum acuoso en mexdio de cultivo 5% germicida Karaioannoglou y col.,
1977.
Proteus vulgaris extracto de ajo 22% inhibitoria El-khateib y col., 1989.
Proteus vulgaris extracto de cebolla 25% inhibitoria El-khateib y col., 1989.
Pseudomonas pyoceaneus cebolla y ajo deshidratado y - altamente inhibitorio Abdou y col., 1972.

reconstituido
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Tabla7 (continuacion)

MICROORGANISMO | CARACTERISTICAS CANTIDAD EFECTO REFERENCIAS
DEL EXTRACTO
Rhodotorula extracto acuoso 1:1024 inhibidas Moore y col.,1977
Salmonelia typhi jugo crudo y extractos con - altamente inhibitorio Abdou y col., 1972
solventes de ajo y cebolla

Salfmonella typhimurium alicina (ajo) 0.5mM inhibitorio Feldberg y col., 1988.
Salmonella typhimurium extracto de ajo 3% inhibitorio El-khateib y col., 1989.
Sarcinia lutea extracto de ajo 5% inhibitorio El-khateib y col., 1989.
Sarcinia lutea extracto de cebolla mas de 20 % inhibitorio El-khateib y col., 1989.
Staphylococci sp. aceite esencial 1:125000 inhibitorio Cavallito y col., 1945.
Staphylacoccus aureus extracto de ajo 22% inhibitorio El-khateib y col., 1989.
Staphylococcus aureus extracto de cebolla mas de 20 % inhibitorio El-khateib y col., 1989.
Staphylococcus aureus acuoso en medio de cultivo 5% germicida Mantis y col., 1978.
Staphylococcus aureus acuoso en medio de cultivo 2% inhibitorio Mantis y col., 1978.
Staphylococcus aureus acuoso en medio de cultivo 1% no inhibitorio Mantis y col., 1978.
Staphylococcus aureus extracto de ajo 1:256 antimicrobiano potente Tynecka y Gos., 1973
Staphylococcus aureus extracto de ajo 1% inhibe Dababneb y Al-

Delaime, 1984.
Streptococcus sp aceite esencial 1:125000 inhibitorio Cavallito y col., 1946.
Streptococci sp. acejte esencial 1:125000 inhibitorio Cavallito y col.,1946.
Staphylococcus typhymurium | cebolla y ajo deshidratado y 1% actividad bactericida Johnson y Paiza, 1989.

recontituido

Torulopsis extracto acuoso 1:1024 inhibidas Moore y col., 1977.
Trichosporum extracto acuoso 1:1024 inhibidas Moore y col., 1977.
Vibrio cholerae aceite esencial de ajo 1:125000 inhibidas Cavallito y col., 1945.
Trichosporon extracto acuoso 1:1024 inhibidas Moore y col., 1977.

IL3. Antecedentes histéricos y medicina folklérica

Cebollas y ajos han sido parte de la alimentacion desde hace mas de 3200 afios a.

C. y han sido citados como un importante alimento basico en la Biblia y el Coran, asi

como en murales egipcios que datan de la época de construccién de las pirdmides. Los

griegos y romanos escribieron sobre estos vegetales 400-300 afios antes de nuestra era, en
el norte de Europa al inicio de la Edad Media fueron populares (Foto 12) (Hale, 1998).

El ajo es una semilla antigua con origen en Asia central. Fue crecida y cultivada

en Egipto 2700-2100 afios a. C. durante la construccion de las piramides (Schawrtz y

Mohan, 1995). Excavaciones arqueoldgicas en tumbas egipcias, han demostrado que ajos

y cebollas se utilizaban con la conviccién de sazonar alimentos en otras vidas (Block,

1985).
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Las propiedades medicinales
fueron revisadas en un tratado
médico de la India por Charaka-
Samhita alrededor de 2000 afios
atras. El Codice Ebers, un papiro
egipcio, atribuido a un médico del
mismo nombre, que data de 1550
afios a. C. proporciona mas de 800
formulas terapéuticas, de las cuales
22 mencionan al ajo como un
remedio efectivo para una variedad
de enfermedades que incluyen
problemas cardiacos, dolor de
cabeza, picaduras, lombrices y
tumores. Los  griegos, como
Aristoteles, Hipocrates y Aristofanes
recomendaron el ajo por su efecto
medicinal contra enfermedades

respiratorias, del corazon, picaduras

Foto 12. Tlustracién del siglo XTIV da muestras de la
profusion del uso de ajo con fines medicinales, cuando
no como bulbo comestible, en aquella época (Hale,
1998).

de insectos, etc. Plinio, naturalista romano, cité numerosos usos terapéuticos para las

cebollas y ajos. Dioscorides, jefe fisico de la armada romana en el primer siglo d. C.

prescribié al ajo como un vermifugo o un expeledor de lombrices. En la India, el ajo se

ha usado como una locion antiséptica en el lavado de heridas y tlceras. En China, el té de

cebolla ha sido ampliamente utilizado para controlar o bajar la fiebre, dolor de cabeza,

cdlera y disenteria. Luis Pasteur en 1858, reportd que el ajo poseia propiedades

antimicrobianas. A finales del siglo XIX, Albert Schweitzer usé ajo para el tratamiento
de disenteria amébica en Africa (Carson, 1987, Block, 1985).
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IL3.1. Antecedentes medicinales sistemdticos de ajos y cebollas

Los primeros estudios cientificos sobre la composicién y mecanismo de accién
metabdlica de las especies Allium o de ajo y cebolla datan de mediados del siglo XX.
Muller y Virtanen en 1965 experimentaron con el producto de sintesis de la tiamina y el
ajo (alil L-tiamina) y con la tiamina y cebolla (tiamina propil disulfure), y encontraron
que son mas facilmente absorbidos en el intestino que la tiamina por si misma. En el
mismo estudio se encontré que los compuestos analizados fueron efectivos, segun la
dosis, contra el envenenamiento de HCN. También se observé que la tiamina propil
disulfuro en combinacién con la vitamina Bg promovié la accion de la rodanasa del
higado y contribuyo a la respiracion normal del mismo érgano. Otras investigaciones se
enfocaron al estudio del efecto de cebolla o extractos de cebollas en los niveles de aziicar
en sangre, investigaron el efecto hipoglicémico de extractos de cebolla sobre ratas,
conejos y humanos (Mathew y Augusti, 1975; Augusti, 1975; Augusti y Benaim, 1975).
Augusti y Mathew (1975), encontraron que el suministro de aceite de cebolla en 6
voluntarios normales, después de 6 horas, causé una disminucion significativa en los
niveles de glucosa sanguinea y elevd los niveles de insulina sérica durante las 4 horas
subsecuentes. Por lo que concluyeron que puede ser efectivo en el tratamiento de la
diabetes.

A mediados de la decada de los 70's Sharma y col. (1975), Sharma (1974),
Augusti (1977) comprobaron que el jugo de cebolla al ser probado sobre conejos
alimentados durante 24 semanas con dietas altas en colesterol, revierte los niveles
elevados del lipido sérico y plasma fibrindégeno e incrementan la actividad fibrinolitica,
lo cual disminuye la agregacion plaquetaria que se vincula con enfermedades coronanas.
Vatsala y Singh (1980) y Vatsala y col.(1980) estudiaron el efecto de dietas altas en
colesterol sobre los eritrocitos de conejos y observaron que los eritrocitos fueron
deformados de manera dentada y hubo una consecuente agregacion. La adicion del
extracto de cebolla en la dieta, suprimié completamente el cambio de las pronunciadas

deformaciones, los conejos alimentados con dietas altas en colesterol incrementaron los
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niveles de glutamato fosfatasa, oxalo acetato transaminasa y glutamato piruvato
transaminasa. También, Weisenberger y col. (1972) reportaron la inhibicién de plaquetas
mediante cebolla. Bailey y col,, (1979) asi como Makheja y col., (1979) ademas de
estudiar el efecto de la agregacion de plaquetas, afiadieron la sintesis de tromboxanos; y
encontraron que al ser incubadas en presencia de cebolla y acido araquidonico, como
inhibidores, hubo un cambio notable en el patron de los metabolitos de acido
araquidonico y la sintesis de tromboxanos B, fue completamente suprimida (Block y
Zhao, 1992). Vatsala y Singh (1980) demostraron que al incubar eritrocitos en medio
enriquecido con colesterol y extracto de cebolla, disminuyeron los niveles de colesterol
de la membrana celular. Otros reportes indican la reduccion de colesterol de higado de
ratas y perros cuando fueron alimentados con dietas que contenian ajo y cebolla
(Kritchevsky, 1991; Bobboi y col., 1984; Chi, 1982; Chi y col. 1982).

Leung y Foster (1996) reportan otros efectos farmaco-biolégicos de los aceites
esenciales de ajo y cebolla, en los que se mencionan efectos hipoglucémicos en conejos y
humanos disminucién del colesterol sérico, disminucion de triglicéridos y del colesterol
lipoprotéico total de baja densidad, asi como propiedades hipotensivas en humanos y
animales. En estudios piloto en 10 pacientes con SIDA los mismos autores reportan que
el extracto de ajo ayudé a mejorar las condiciones de salud al disminuir el nimero de
células infectadas, con el consecuente
mejoramiento en los cuadros clinicos.

Block y col. (1984) estudiaron el
efecto de dos compuestos obtenidos a
partir de la alicina del aceite esencial de
ajo en la agregacion de plaquetas y
reportaron que el ajoeno (Figura 6) y el
dialil-trisulfuro  (Figura 7) fueron

potentes agentes antitrombdticos, y

también encontraron que inhiben la

) Figura 6. Ajoeno, estructura quimica, 2-vinil-4H1,3-ditiina. No
agregacion de plaquetas humanas. Estos  CAS  [92285-01-3]  2-Propenil  3-(2-propenilsulfinil)-1-
) propenildisulfuro 4,5,9-tritio-1,6,11 dodecatrieno 9-6xido [92284-
estudios fueron confirmados  g9_6 92285-00-2] Reportado por Block y col. en 1984 a partir de

alicina calentando en acetona-agua.
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independientemente por Sharma y Nirmala

(1985). Del mismo estudio, los conejos
alimentados diariamente con 20 mg de (Cis y
Trans)-ajoeno/kg de peso, mostraron un 100%
de inhibicion de la agregacion de plaquetas

por un periodo de 24 horas, en otros
términos, encontraron que disminuye la
viscosidad de la sangre y se mejora la
Figura 7. Dialil trisulfuro. Estructura microcirculacion, y también, encontraron que
quimica H,CCHCH,SSSCH,CHCH, _ . .

‘ ‘ lo convierte en sustancia potencial para el
tratamiento de arteroesclerosis, trombosis coronaria ¢ infarto (Pszczola, 1998; Leung y

Foster, 1996).

Pan (1985) examind el efecto citotoxico de ajo fresco, dialil trisulfuro, 5-fluoro
uracilo, en dos lineas de células cancerigenas gastricas, todas mostrabah efectos
tumoroéidales. El orden de actividad de las tres sustancias fue dialil trisulfuro mayor que
5-fluoro uracilo y mucho mayor que ajo fresco. Recientemente, se conocen otros trabajoé
realizados en cancer por Block y col. (1994), Ruiz ycol. (1994) e Ip (1992); todos estos
estudios mostraron resultados positivos en cuanto a la inhibicién en .el desarrollo de la
enfermedad. Por otra parte, Koch y col. (1989) mencionaron aplicaciohes terapéuticas

para el ajo.

También se sabe que el ajo y la cebolla es larvicida e insecticida, presenta
actividades amebicidales, antihepatotoxico en ratas, antimicotico, es espectorante, es
diaforético y tiene propiedades diuréticas y actiia como relajante del musculo intestinal,
(Gurusubramanian y Krishna, 1996; Leung y Foster, 1996).
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IL4. Generalidades quimicas de los aceites esenciales

Quimicamente, los volatiles presentes en aceites esenciales son mezclas de
lipidos de bajo peso molecular y se agrupan en: terpenos o hidratos de carbono de
formula general (CsHg), como el limoneno (I), derivados oxigenados de estos
hidrocarbonos como el citral (IT), compuestos aromaticos que tienen una estructura
benzdica tal como el eugenol (1) y compuestos que contienen nitrégeno y/o azufre como
la tiazolidina (IV) (Figura 8) (Reineccius, 1994).

Limoneno (I) Citral (II) Eugenol (1II) Tiazolidina (IV)

Figura 8. Estructura quimica de aceites esenciales de cada grupo en la clasificacion de Reineccius en 1994

En los vegetales del género Allium, como la cebolla (4llium cepa) y el ajo (Allium
sativum), los principales compuestos encontrados en sus aceites esenciales son de
naturaleza azufrada (Albrand y col., 1980; Boelens y col., 1971; Brodnitz y col., 1969;
Cavallito y Bailey, 1944). Los aromas y sabores frescos de ajos y cebollas y otros
miembros del género son producidos por descomposicion enzimatica de S-alquil y S-
propenil tiosulfinato, pequefias cantidades de derivados correspondientes como el metil y
propil estan presentes, aunque estos compuestos son convertidos a disulfuros, trisulfuros

y compuestos mas complejos que contienen azufre (Carson, 1987).
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ILS. Elgénero Allium

Este género ha sido clasificado dentro de las Amarillidaceae, las Lilliaceae, o las
distintas familias Alliaceae que incluyen a varias especies econdmicamente importantes:
las de bulbo cebolla (4/lium cepa L..), las estrechamente relacionadas de tallo (4. cepa L.
vdr. ascalonicum Backer), cebollé de papa (A. cepa L. Var. aggregatum Don), cebolla en
racimos (4. fistulosum L.), cebollin (4. schoenoprasum L.), cebollin chino (A.
tuberosum), ajo (A. sativum L.) y puerro (4.,ampeloprasum L. var. porrum (L.) [sin. 4.
porrum L.]). Las anteriores son algunas de por lo menos 18 especies que se consumen
como vegetales frescos, en vinagre o se usan como saborizantes. Algunas especies de
Allium, incluida A. giganteum Regel, A. moly L., y A. caer Pali, se usan como plantas de

ornato. A. vincale L. es utilizado como alimento de pasturas. (Schawrtz y Mohan, 1995).
II.6. Generacién y extraccién de los compuestos voldtiles en Allium

Los compuestos encontrados en los aceites esenciales dependen
fundamentalmente del método de extraccion (Sass, 1998). Una revision realizada por
Block (1985) incluye la destilacién realizada por Theodor Wertheim quimico aleméan
que en 1844 fue el primero en obtener una sustancia de ajo por destilacion con arrastre de
vapor y encontr6 que lo caracteristico del olor y sabor del ajo se debia a la presencia de
un liquido que contenia azufre al que llamo aceite de ajo y propuso el nombre de alil (de
Allium) para el grupo de hidrocarburos en el aceite y “scwefelallyl” (alisulfuro en
espafiol) se refiere, segin él, a grupos de estructura CH,=CH-CH, —, o0 en forma mas
corta C;Hs. En 1892, otro quimico aleman, Semmler, aplico destilacion de vapor a los
dientes de ajo, y obtuvo dialil disulfuro CgH,,S, CH,=CHCH,SSCH,CH=CH,,
acompafiado de menores cantidades de dialil trisulfuro y dialil tetrasulfuro.

El siguiente descubrimiento en la quimica del ajo y la cebolla fue hecho por
Cavallito y col. (1944), empleando un método menos drastico que la destilacién. Estos
autores utilizaron una extraccion con alcohol etilico (4 kg de ajos) a temperatura

ambiente y obtuvieron 6 g de un aceite; cuya formula fue CsH;oSO al que llamaron
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alicina y encontraron que era quimicamente inestable. La Tabla 8 y la Figura 9 presentan

la forma como se genera la alicina a partir de dos moléculas de aliina.

Tabla 8. Generacion de algunos compuestos volatiles azufrados en ajo
(Maarse, 1991; Beuchat y col., 1989, Whitaker, 1975).

PRECURSORES SUSTRATO ENZIMA PRODUCTOS
(+)-S-alil Trans -(+)- S- (1 propenil - L -
cistein sulféxido (allicina)
(+) - S - metil L - cistein sulféxido alinasa E.C. 4.4.1.4 + 4cido pirivico
(+) - S - propil + amoniaco

Alinasa 2 +2
(E.C. 4.4.1.9)
Aliina
>
| | @ O e +2 _
) +2
+ L
Agua. Alicina Amonidco

Piruvato

Figura 9. Formacion de la alicina a partir de aliina por la accién de la alinasa. Reaccion estequiométrica
(Webb, 1992; Focke y col., 1990; Block, 1985; Freeman, 1975; Cavallito y col., 1945).
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En forma natural, el principal precursor de los compuestos azufrados en ajo y en
general en las especies Allium es el aminoacido S-(2-propenil)-L-cistein-S-0xido (aliina),

el cual por acciéon de la enzima alinasa (E.C. 4.4.1.4); localizada en diferentes

compartimientos de la célula y favorecida por el rompimiento de los precursores

glucosidicos no voldtiles al contacto con el oxigeno, produce 2-propenil 2-propenetiol
sulfinato (alicina), el cual es el principal producto aromatico del ajo, y también S-metil y

S-propil-L-cistein-S-6xidos, piruvato y amonio (Schawrtz y Mohan, 1995; Whitfield y

Last, 1991; Focke vy col., 1990; Beuchat y Golden,‘ 1989; Whitaker, 1975; Cavallito y

Bailey, 1944). La Figura 10 presenta compuestos extraidos del ajo con diferentes

métodos.

Figura 10. Compuestos azufrados
extraidos de ajo (Allium sativum) por
diversos métodos (Djerassi, 1994; Yuy
col. 1989, Block, 1985).

Tratamiento

vapor
100°C

alcohol etilico y
agua
25°C

alcohol etilico
por abajo de
0°C

Resultado

DIALIL DISULFURO, ALIL
DISULFURO

ALICINA

ALIINA
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Los precursores de la cebolla son (+) S-metil, (+) S- propil y (+) S-propil y S-(1-

propenil) l-cistein-S-0xido.en el que el aminoacido cisteina es predominante. La

descomposicion enzimdtica de los derivados del propenil produce la sustancia

lacrimégena transitoria, el tiopropanal S-6xido. Aunque los tiosulfinatos se descomponen

para producir una mezcla de disulfuros y trisulfuros que contienen grupos metil, propil y

1-propenil y pequefias cantidades de derivados de tiofenos y otros grupos ciclicos

(Carson, 1987). La Figura 11 presenta los diferentes constituyentes obtenidos a partir de

cebolla y tres métodos diferentes de extraccion.

Figura 11. Compuestos azufrados
extraidos de la cebolla, el factor
lacrimégeno es un  isOmero
estructural de la aliina (Block, 1985;
Becker y Schuphan, 1975).

Tratamiento

vapor
100°C

fredn y aguaa 0°C

alcohol etilico por
debajo de 0 °C

PROPIONALDEHIDO + DIPROPIL DISULFURO

(TIOPROPANAL-S-OXIDO)
FACTOR LACRIMOGENO

PRECURSOR LACRIMOGENO
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IL6.1. Principios del proceso de extraccién por arrastre de

vapor en condiciones de vacio estindar

La destilacion, termodinamicamente,
involucra cambios de estado en la muestra (de
liquido a vapor y de vapor a liquido) de

sustancias no miscibles con diferentes puntos

de ebullicion (agua y aceite) asi como un

cambio en la presion al generarse vacio en
condiciones estandares de presion atmosférica
(en la Ciudad de México 560 mm de Hg). Una

vez que inicia el ascenso de la temperatura de

la muestra y el destilador se eleva la presion

en el interior del sistema generando salida de

gases, que no son condensados por el dedo

refrigerante, principalmente aire, a través de

Figura 12. Representacion esquemitica de los
destiladores de aceites esenciales por arrastre de
vapor en condiciones de vacio estandar. Consta de
tres partes, dedo refrigerante en la parte superior,
cuerpo del destilador y matraz para contener la
muestra (Catilogo de Corning Glassware, 1995).

la junta de unién con el cuerpo del destilador.
Cuando inicia la ebullicién, los

vapores que se condensan caen por el tubo

comunicante del cuerpo del destilador mismo
que se llena de aceite y agua, se inicia asi el reflujo. Se recomienda dejarlo de 60 a 90
minutos antes de apagar el control de temperatura. La Figura 12 presenta dos
destiladores para la extraccidn de aceites por arrastre de vapor utilizados para extraer
aceites esenciales mas y menos densos que el agua respectivamente.
Termodinamicamente ambos tienen el mismo funcionamiento, su diferencia radica en la
posicién e inclinacién del tubo comunicante que conecta al tubo en el que se aloja el
aceite esencial colectado. Para el caso de los aceites mas densos que el agua (A) este se
llena desde la parte inferior (escala graduada hacia arriba) y el caso contrario (B) para los

menos densos (escala graduada hacia abajo).
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IL7. Andlisis de compuestos presentes en aceites esenciales de ajo y cebolla

IL7.1. Fundamento y determinacién por cromatografia de

gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)

La cromatografia de gases
es una técnica instrumental con
alto poder para resolver la
separacion de mezclas complejas
de compuestos que pueden ser
volatilizados. Los compuestos se
separan segun la afinidad que
tengan por una fase estacionaria
cuando son transportados por un
gas conocido como fase movil. Al
acoplar un espectrometro de
masas al cromatografo, se genera

una huella digital conocida como

GENERAL
ESPECTROMETRO DE MASAS

' SEPARADOR DE MASAS
A NIVEL
MOLECULAR

i

dscranacion]

CAMINO LIBRE DE COLISIONES

RECORRIDG LIBRE MEDIO
16" torr: 200 mm
1 torr: 2 x 10 “mm

Figura 13. Principio general de un espectrometro de masas
(Esteban, 1993).

espectro de masas de cada una de las sustancias separadas en el cromatografo. La Figura

13 resume el principio general de funcionamiento del espectrometro de masas. El

espectro de masas contiene informacion sobre los iones generados durante la

fragmentacion de los compuestos, estos iones permiten caracterizar la molécula de cada

uno de los componentes de la muestra. El ion molecular conocido proporciona el peso

molecular de un compuesto, y otros iones generados sirven para completar la estructura

del componente separado. Es pues, la espectrometria de masas, una técnica analitica

versatil que se usa para identificar compuestos desconocidos. Tiene alta especificidad y

sensibilidad que ofrece la ventaja de ser rapido y con rango de aplicabilidad alto en otras

técnicas analiticas como cromatografia de HPLC, resonancia magnética nuclear,

infrarrojo, etc (Esteban, 1993).

222254
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GENERAL Una vez que las moléculas han
ESQUEMA DE UN ESPECTROMETRO DE MASAS

sido separadas en la columna
cromatografica, ingresan-a un area de
baja presién, normalmente inferior a
10 mbar, en la que son vaporizadas
en caso de que no sean gaseosas. De
ahi son bombardeadas por una fuente
de electrones conocida como camara
de ionizacion, el mas utilizado es el de

impacto electronico o “EI”. Esta

corriente de electrones (100,000 veces
Figura 14. Esquematizacion del fundamento y principios de operacion  Mnayor a la corriente que circula a nivel
de un espectrometro de masas. (Esteban,1993) .,
- casero) generada por una emision

GENERAL térmica con un filamento de tungsteno
IERIPLE Pl aENTAR Y )
o renio -similar a un foco eléctrico-
(Figura 14). Un voltaje de 70 eV
bombardea las moléculas en estado
gaseoso- ionizando al provocar la
emision estimulada de un electron de
la misma, generando positivamente
hasta 0.01 del total de las moléculas
que ingresan. No solamente se generan
moléculas ionizadas o  iones

moleculares (M"), también se forman

Figura 15. Representacion de un espectrometro de masas en  100CS fragmento debido a la
donde en la primera etapa de activacion; las moléculas, iones o
atomos son activados al aumentar su nivel energético (energia
potencial, parte superior de la rampa). Posteriormente se aceleran . jacylares con exceso de energia: Se
al descender y la energia potencial adquirida anteriormente se

transforma en energia cinética y es igual para todas. Luego, yenel  debe considerar que el patron de
campo separador se agrupan por pesos iguales, las moléculas mas

pesadas se desvian poco de su trayectoria, y las mas ligeras fragmentacion o forma como se rompe
sufririn una desviaciébn mayor. Finalmente la coleccion y ) .
deteccion se hace en recepticulos de masas iguales que pueden 12 molécula, presentan proporciones
tener fuerzas fijas o variables para recoger todos los fragmentos de

manera sucesiva (Esteban, 1993).

descomposicion de los  iones
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relativas a cada uno de éstos iones y es
caracteristico de la molécula analizada y de las
condiciones del proceso de ionizacion. Después de
que se han generado los iones en los espectrometros
de masa magnéticos, éstos, son atraidos hasta un
campo magnetico con el proposito de alinearlos y
proporcionar la misma energia cinética y repeler los
electrones generados. Posterior a la alineacion, los
iones son dirigidos a través del campo hasta un
filtro; en el que las moléculas que no fueron
ionizadas se bombean a lo largo del sistema de
vacio (Figura 15) (Esteban, 1993).

Finalmente, los iones o fragmentos que
llegan al analizador o al ordenador generan un
espectro de masa/carga (nv/z) el cual es proporcional
a la cantidad de fragmentos o iones ordenados una
vez que pasaron por el filtro. La informacién
generada se recopila en un espectro de masa/carga
el cual es -caracteristico de cada sustancia
analizada (Figura 16). Se representa en el eje X
al radio del ion molecular o cociente masa/carga
(m/z) contra su abundancia en el eje Y. Al analizar
los datos obtenidos con las herramientas de la
espectrometria se detectan  fragmentos con
diferentes abundancias a lo largo del eje
masa/carga que proporcionan la informacion
suficiente para conocer la formula estructural del

compuesto detectado (Figura 17).
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Figura 16. Espectro de masas, patrén del dialil
disulfuro comparado con el patrén de la biblioteca
biblioteca NIST/EPA/NIH 75K (National Institute
Standard Test/ Enviromental Protection Agency/
National Institute Health), parte inferior. Se puede
apreciar que el fragmento mas abundante tiene 41
unidades de masa atomica.
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Figura 17. Patron de fragmentacion del dialil disulfuro.
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IL7.2. Fundamento y determinacién quimica de lo grupos sulfhidrilo
con el reactivo de Ellman

El 5,5-di-tio bis (&cido 2-nitro benzdico) DTNB o reactivo
de Ellman (Ellman, 1959), reacciona con los grupos tiol de un
compuesto para generar sustancias - coloridas detectadas
fotométricamente a 420 nm del espectro visible. Esta técnica
instrumental es usada en la determinacion y cuantificacion de
radicales sulfhidrilo de proteinas y también en otros compuestos

que los contengan. El grupo croméforo generado es el resultado de

la oxidacion del compuesto que contiene al radical tiol y la

Figura 18. Reactivo de reduccién del DTNB (Figura 18). La concentracién de grupos

Ellman 5,5-di-tio bis (4cido 2-nitro detectados se expresa como mmoles (SH)1 de dilucién, y se
beﬂﬂ')lCO) DTNB- CHHgNgOsSz

calcula con la siguiente ecuacion:

Co (mmoles SH/ml) = (Abs a 420 nm / Coeficiente de extincién 13600 / M /cm)* factor de dilucién

La reaccion general del reactivo de Ellman se presenta en la Figura 19.

Reactivo de Ellman - 5,5-
di-tio bis (acido 2-
nitrobenzodico) DTNB

Figura 19. Reaccién del reactivo de Ellman en la formacion del compuesto colorido

IL8. Fundamentoy determinacion del crecimiento bacteriano mediante

turbidimetria

En el caso de las bacterias quimio-heterotréficas, las cuales usan sustratos
organicos como fuentes unicas de carbono y energia, €l crecimiento obtenido puede ser

medido en términos del sustrato consumido y la biomasa resultante. Son varios los
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métodos para cuantificar el crecimiento celular en los que se consideran los
gravimétricos tales como el peso celular seco, la concentracidn de los constituyentes
celulares individuales (como DNA, RNA, proteinas, peptidoglucano); medicion del
numero total de células tales como cuenta total (por conteo con el microscopio o conteo
de particulas electronicas) y conteo viable; también existen métodos indirectos del conteo
del material celular tal como la turbidimetria o nefelometria que utiliza al

espectrofotometro (Hui y Khachatourians; 1995).

11.8.1. El Crecimiento bacteriano é
¢
En el patron de crecimiento bacteriano mostrado §2
en la Figura 20 se pueden diferenciar cuatro fases. La
primera conocida como fase lag o periodo de adaptacion Tiempo en horas

Figura 20. Curva de crecimiento tipica de

a las condiciones del medio, en esta fase no se . . .
células bacterianas en cultivo por lote.

incrementa el nimero de células de forma evidente y es

extremadamente variable en la duracion. Esta fase es seguida por una linea recta
caracteristica del crecimiento exponencial o fase logaritmica; en la cual el crecimiento
puede llegar a duplicarse cada 20 minutos. La transicion entre la fase exponencial y la
fase estacionaria involucra un periodo de desbalance durante el cual los diferentes
compuestos celulares no son sintetizados a la misma velocidad. En un recipiente cerrado
el crecimiento de los microorganismos estd limitado, normalmente, por el agotamiento
de los nutrientes disponibles o por la acumulacion de productos toxicos como resultado
del metabolismo celular. Como consecuencia, la velocidad de crecimiento declina y el
crecimiento se detiene en este punto, sin embargo, la cantidad de células ha alcanzado el
maximo numero en esta fase llamada estacionaria. Finalmente, las células bacterianas
mantienen un estado donde no hay crecimiento, fase de decaimiento o muerte. Esta fase
es el resultado de un namero de factores, tales como el agotamiento de las reservas de
energia. La velocidad de muerte es muy variable y depende del medio ambiente asi como
de las especies particulares, la edad y la cantidad del inéculo transferido (Hut y

Khachatourians, 1995).
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I1.9. Evaluacion sensorial

El analisis sensorial permite, en forma cientifica y objetiva, evaluar caracteres
relacionados con el olor, sabor y textura. Dicho de otro modo este método mide los
atributos sensoriales de un alimento. La aceptacion que tenga el alimento se debe a la
respuesta del consumidor, ya que es quien lo califica. La comercializacion de un producto
alimenticio debe de considerar el valor nutritivo y calérico del mismo y ademas
complementarse con los resultados de una evaluacion sensorial.

Actualmente la evaluacién sensorial de los alimentos constituye un pilar
fundamental para el desarrollo y disefio de nuevos productos alimenticios. La medicion del
grado de satisfaccion que brindara un determinado producto, nos permite anticipar la
posible aceptabilidad que éste tendra. Es también, la evaluacion sensorial, un elemento
necesario para desarrollar una estrategia de mercadeo ya que el placer o satisfaccion
sensorial hedonica es una determinante importante en el consumo de alimentos. Los
paneles de degustadores, denominados jueces, son el mecanismo de evaluacion, hacen uso
de sus sentidos basados en la fisiologia y psicologia de la percepcion como la herramienta
que proporciona la informacion (Wittig, 1990; O'Mahony, 1979).

Los jueces se seleccionan y entrenan con el fin de lograr la maxima veracidad,
sensibilidad y reproducibilidad en los juicios que emitan ya que de ello depende en gran
medida el éxito y confiabilidad de los resultados. Los aspectos mas relevantes en una
evaluacion sensorial son: el laboratorio de pruebas, las muestras, el panel de degustadores,
el método de evaluacion y el analisis estadistico de los datos obtenidos.

La metodologia de la evaluacion sensorial de forma general presenta pruebas de
respuesta subjetiva asi como pruebas objetivas y analizables estadisticamente entre los que
se encuentran las pruebas de valoracion, los métodos analiticos y los métodos para
detectar diferencias. Los métodos para detectar diferencias miden precisamente las
diferencias existentes entre las muestras y son el acercamiento mas préximo al analisis de
los alimentos. Basicamente estas pruebas indican si dos muestras son iguales o diferentes,
pero no necesariamente sefialan la diferencia o la causa de ella. Su limitacién esta en que
requiere que las muestras sean homogéneas y que las diferencias entre ellas sean pequetias,

ocupan demasiado tiempo y son de mucha precision. El panel que requiere esta constituido
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sean pequefias, ocupan demasiado tiempo y son de mucha precision. El panel que
requiere esta constituido por pocos jueces entrenados que hacen varias repeticiones de la
degustacion (O'Mahony, 1979).

El planteamiento de la “hipotesis nula” (H,) indica que las muestras no difieren
entre si y la “Hipotesis alternativa” (H,) plantea que si hay diferencias. Las diferencias
que se encuentran se expresan en términos de nivel de significacion o nivel de
probabilidad, que indican el grado en que las diferencias observadas entre dos estimulos
son verdaderas y no debidas al azar. Los niveles mas frecuentes son 5 y 1 %, aunque
también se usa el 0.1 %.

Las pruebas utilizadas para detectar diferencias son: prueba de estimulo unico,

prueba pareada, prueba de duo-trio, prueba triangular y prueba de comparacion multiple.

11.9.1 Prueba de estimulo tinico.

También llamada “A no A”. Se usa para entrenar expertos en degustacion.
Consiste en entregar al juez una muestra estandar o control, sea A, varias veces, para que
se familiarice con ella sensorialmente. En seguida, se le entrega la muestra “no-A”, que
es la que va a calificar y se le pregunta si ella corresponde o no a la que degustd

inicialmente.

1L9.2. Prueba pareada.

Permite detectar pequefias diferencias entre dos muestras. Elimina el efecto de la
memoria, fundamental en la prueba de estimulo unico. Se puede usar para medir. a)
diferencias de calidad y b) diferencias de una caracteristica de calidad o prueba
direccional. La primera pregunta que se hace a los jueces es si hay diferencias entre las
dos muestras presentadas que conforman cada par. Se usa cuando una muestra la
queremos confrontar a un estindar y se pregunta si las muestras son diferentes o no.
También permite saber si al modificar procesos o parte de ellos la calidad del producto

resulta modificada. En el segundo caso las muestras se presentan en los siguientes pares:
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AA-AB-BA-BB. Se sortea el orden - de presentacion para que la distribucion de los pares
sea al azar. La evaluacion se hace confeccionando una tabla de frecuencias para las
respuestas correctas y falsas de cada juez, la validez de la evaluacion se calcula por chi
cuadrado (X%) (O'Mahony, 1979).

I1.9.3. Prueba Déo-Trio.

Se entregan al juez tres muestras: primero se sirve un estandar conocido y
enseguida se presentan al mismo tiempo dos muestras desconocidas, y se pregunta cual
de las dos muestras es igual al estandar que se entregd primero. Esta prueba requiere de
un panel de mayor nimero de degustadores que el triangular. Los resultados del panel
pueden también ser evaluados por célculo de chi cuadrado o por tablas que sefialan el
namero de juicios correctos minimo para cada tamafio de panel, seglin el nivel de

significancia (Wittig, 1990).

IL.9.4. Prueba triangular.

Es tal vez el método més usado por paneles de degustadores, permite seleccionar
jueces y también medir propiedades sensoriales de los alimentos, diferencias en la
materia prima y en general es muy ttil par determinar diferencias pequeiias.

Al degustador o juez se le presentan tres muestras simultaneamente: dos de ellas
son iguales y una diferente. Se le pide sefialar la diferente. En algunas ocasiones se pide
ademas comentar acerca de la naturaleza de la diferencia. Las posibilidades de

combinacion son:

nf=1x2x3=6 AAB ABA BAA BBA BAB ABB

la posibilidad de acertar por azar es de 1/3. y se evalua con la ecuacion siguiente:
X? = ([4 * nimero de aciertos - 2 niimero de errores]- 3)* /(8 * nimero de jueces)

También hay tablas que sefialan el minimo de juicios correctos para un tamafio.de
panel dado en cada nivel de significacién (Wittig, 1990; O'Mahony, 1979).




ACEITES ESENCIALES DE AJO Y CEBOLLA, EFECTO BACTERIOSTATICO, CARACTERIZACION QUIMICA Y ANALISIS SENSORIAL. 39

La diversidad de los fenomenos de la naturaleza es
tan grande y los tesoros que encierran los cielos tan
ricos, precisamente para que la mente del hombre
nunca se encuentre carente de su alimento bdsico.

JOHANNES KEPLER, Mysterium Cosmographicum

m. OBJETIVOS -

A) General

1) Determinar el posible efecto inhibitorio del aceite esencial de ajo y cebolla en

Pseudomonas fragi y Lactobacillus pentosus.

B) Particulares

1) Establecer la metodologia de extraccion de aceites esenciales en ajo (Allium

sativum) y cebolla (Allium cepa).

2) Identificar los compuestos presentes en los aceites esenciales de forma analitica
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) y

cuantificar la concentracion de radicales sulfhidrilo mediante la prueba de Ellman.

3) Conocer las actividades bacteriostaticas, de aceites esenciales de ajo y cebolla
probando diferentes concentraciones y combinaciones de estos aceites en medios de

cultivo sintéticos inoculados con cepas puras.

4) Evaluar sensorialmente un producto carnico (chorizo tipo espafiol) al cual se le

afiadié la concentracion inhibitoria de aceites de ajo y cebolla.
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"In rerum natura"”
En la naturaleza de las cosas
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Iv.i.l. Extraccion de aceites esenciales

Se realiz6 siguiendo la metodologia 1. Recepcién

propuesta en el diagrama de flujo de la Figura 21.

2. Lavado y limpieza

3. Reducci6n de tamaiio

4. Destilacion

5. Envasado y almacenamiento a - 20 °C

Foto 13. Ajos después de la operacion de limpieza. Figura 21. Diagrama de flujo general de Ia extraccion
de los aceites.

IV.1.1.1. Materiales y equipo

Los ajos y las cebollas se adquirieron en un mercado local de la ciudad de
Meéxico. La cebolla se selecciond por color y tamaiio y el ajo por tamafio y densidad
desechando los menos densos. Posteriormente se pelaron manualmente, después del
remojo por 8 horas (Foto 13). Una vez que la cuticula se habia reblandecido, se corto el
pedinculo y se procedid a la reduccion de tamafio homogeneizando con agua destilada en

proporcion 1 a 1 en una licuadora.

222254
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Dedo
refrigerante

Cuerpo del
destilador

‘Termopozo
para termbémetro

Mntraz de
6 litros de
capacidad

Foto 14, Equipo de destilacion de
aceites esenciales mas densos que
el agua, con modificacion para
termopozo y mayor volumen de
recuperacion de volatiles.

IV.1.1.2.

La destilacion se llevé a
cabo de acuerdo con la técnica
19.128 del AOAC (1990) en un
equipo marca Pyrex # 3410 con el
fin de recuperar mayor volumen de
aceite y poder tomar lecturas de
temperatura mediante la adaptacion
de un termopozo para acondicionar
un termoémetro de mercurio (Fotos
14 y 15). Todo el equipo estuvo
construido en vidrio y tenia tres
partes: un matraz de 6 litros, el
cuerpo del destilador (parte central)
y el dedo refrigerante (parte
superior). La destilacion se realiz6 a

un 50 - 65 % de la capacidad del

matraz.

Extraccion de volatiles

Foto 15. Acumulacion del
aceite esencial de ajo
durante el proceso.

Se utiliz6 una parrilla de calentamiento con

agitacion marca Thermoline modelo SP-A1025 B para

calentar la muestra a una velocidad de ascenso constante hasta llegar a 93 °C en ambos

casos de las destilaciones, de cebolla y ajo, manteniéndose a ebullicién por hora y media

hasta que no se observd condensacion aceitosa evidente y la temperatura habia

descendido sin dejar de ebullir. La condensacion de los vapores de agua y aceite esencial

se origind al recircular agua a 4 °C con una bomba de inmersiéon a través del

intercambiador de calor o refrigerante. La recoleccion y almacenamiento de los aceites se

hizo en matraces aforados de 1 ml de capacidad. El almacenamiento se llevo a cabo a

-20 °C. El rendimiento de los aceites se determiné por peso constante al considerar la

cantidad de muestra al inicio y el peso del aceite obtenido al final de las extracciones.
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IvV.1.1.3.

Pruebas fisicas

43

Para los aceites esenciales de ajo y cebolla la carta de especificacion comercial

incluye los parametros recopilados en la Tabla 9.

Tabla 9.

Carta comercial de especificaciones fisicoquimicas de los aceites

esenciales de ajo (Allium sativum) y cebolla (Alium cepa).
Reineccius, (1994); Extract Mex, (1998).

PARAMETRO

ACEITE ESENCIAL DE
AJO

ACEITE ESENCIAL DE
CEBOLLA

Descripcion

Aceite volatil con fuerte sabor
y aroma caracteristico del ajo
fresco

Aceite volatil con fuerte sabor
y aroma caracteristico de la
cebolla fresca

Apariencia

Liquido aceitoso y cristalino
libre de material extrafio

Liquido aceitoso y cristalino
libre de material extrafio

Color

Es un liquido amarillo claro a
naranja rojizo

Es un liquido amarillo-ambar
claro hasta naranja ambar
10ji20

Olor

Fuertemente
caracteristico de ajo

pungente,

Fuertemente pungente,
caracteristico de cebolla

Sabor y aroma

Fuerte, claro caracteristico de
ajo

Fuerte, claro caracteristico de
cebolla

Solubilidad

Es soluble en la mayoria de
aceites fijos y en aceite
mineral. Parcialmente soluble
en alcohol. Insoluble en
glicerina y en propilen glicol

Es soluble en la mayoria de
aceites fijos y en aceite
mineral. Parcialmente soluble
en alcohol. Insoluble en
glicerina y en propilen glicol

Gravedad especifica
a25°C

(1.040 - 1.090) g/cm °

(1.040 - 1.090) g/cm °

Indice refractivo a | 1.559-1.579 1.5490 - 1.5700

20°C

Cromatografia  de | Presenta picos normales Presenta picos normales

ases

Pureza 30 - 40 % como dialil disulfuro | 30 - 40 % como dipropil
disulfuro

Envasado En contenedores de aluminio | En contenedores de aluminio

de 5 6 10 kg/ Contenedores de
acero inoxidable de 20 6 50 kg

de 5 6 10 kg/ Contenedores de
acero inoxidable de 20 6 50 kg




4 4 ACEITES ESENCIALES DE AJO Y CEBOLLA EFECTO BACTERIOSTATICO, CARACTERIZACION QUIMICA Y ANALISIS SENSORIAL.
IV.2. Anailisis de compuestos volitiles en los aceites esenciales

Una vez colectado y almacenado el aceite, se analizé por cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas (GC-MS) y por su contenido de grupos sulfhidrilo
libres a través de la prueba de Ellman (1959). A continuacién se describe el equipo y las

condiciones de operacion para cada procedimiento de analisis (Figura 22).

IV.2.1. .= - Diagrama de flujo general de la caracterizacién por-

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

1. Inyeccion de la muestra (1 ul de aceite)

2. Establecimiento de las condiciones de

operacién

3. Analisis de las muestras

4, Interpretacién de los espectros o

patrones de fragmentacion

Figura 22. Diagrama de flujo general de la
caracterizacion mediante espectrometria de masas.

Foto 16. Aceites esenciales de ajo y cebolla
contenidos en recipientes de vidrio.
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Iv.2.2. Equipo y condiciones de operacién

Para la caraéterizacién e identificacion de los compuestos volatiles presentes en
los aceites esenciales se usé un instrumento analitico acoplado que consta de un
cromatografo de gases .marca Hewlett Packard HP (Palo Alto, California, E.U.) serie I
namero 5890 y un espectrometro de masas de flujo de electrones modelo 5972 de la
misma marca (GC-MS por sus siglas en inglés). Los aceites esenciales de ajo y cebolla se
caracterizaron al inyectar 1 microlitro (ul) de cada uno. La identificacion de los
compuestos se hizo en base a la informacién de los espectros de los compuestos segun
sus tiempos de retencion en la columna cromatografica y la comparacion de los espectros
de masas con los patrones de fragmentacion disponibles en la biblioteca NIST/EPA/NIH
75K (National Institute Standard Test/ Enviromental Protection Agency/ National
Institute Health)

La técnica se establecio después de hacer 8 analisis preliminares y determinar las
condiciones de operacion del GC-MS para una separacion adecuada. Se utilizé una
columna capilar HP- FFAP (Free Fatty Acids Phase) # 19091F-112 de 25 m de longitud y
espesor de pelicula de 0.52 um, polar y con intervalo de temperatura de 60-240 °C, el
radio de fase de la columna fue de 150:0.32 mm. Las condiciones de operacion fueron las
siguientes: temperatura del inyector 120 °C, temperatura del detector 200 °C y 70 eV de
potencial eléctrico, una presion en el inyector de 8 psi, la rampa de temperatura del
horno 60 ° C por 3 min y luego ascendi6 5 ° C cada minuto hasta 120 °C, el split o

division de flujo fue de 2:1 el gas acarreador fue helio ultra alta pureza.
Iv.2.3. Andlisis de radicales sulfhidrilo

El fundamento se presenta en la seccion I11.7.3. Esta determinacién tiene como
objetivo conocer la cantidad de grupos sulthidrilo que se encuentran en los aceites
esenciales de ajo y cebolla y sus combinaciones, con el proposito de conocer la existencia
de alguna relacion entre los grupos tiol y la inhibicion del crecimiento celular debida a

estos grupos quimicos. Para ello se planteo la siguiente metodologia:
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Se utilizo acido 5,5-di-tio bis 2-nitro benzdico (DTNB) de marca Sigma (St Louis,
Missouri, E.U.) en proporcion de 39.6 mg/10 ml del buffer de fosfato de potasio dibasico
anhidro 0.1 'N. Para analizar el contenido de radicaIes sulfhidrilo (SH) los aceites se
diluyeron en 50 ml a una concentracion de 2.0X10* ml de aceite/ml de agua.
Posteriormente se hicieron diluciones, con amortigu-ador‘ 0.1 N de fosfato &ibésico de
potasio anhidro que contenia al reactivo de Ellman, de esta concentracion inicial para
alcanzar las concentraciones de los tratamientos con aceites que se muestra en la Tabla
10. Se hicieron mezclas de aceite de ajo y de cebolla en proporcion 1:1, 1:2 y 2:1 (ajo:
cebolla). La absorbancia de las diluciones se leyé a 420 nm en el espectrofotdmetro
(Shimadzu, modelo UV - 650) y la concentracion de grupos sulfhidrilo se expresa como
mmoles (SH)/1

Tabla 10. Concentracion de aceites esenciales afiadidos a medios de cultivo

TRATAMIENTO Concentracion de aceites esenciales (jul de aceite / ml)
ajo 196 49.7 3.99 0.399 0.039
ajo:cebolla 2:1 ajo: 130.6 16.56 1.3 0.132 0.013
cebolla: 65.3 33.13 2.61 0.264 0.026
ajo:cebolla 1:1 ajo: 98 2485 1.96 0.198 0.0195
Cebolla: 98 24 .85 1.96 0.198 0.0195
ajo:cebolla 1:2 ajo: 65.3 33.13 261 0.264 0.026
cebolla:130.6 16.56 13 0.132 0.013
cebolla 196 49.7 3.99 0.396 0.039

IV.3. Crecimiento de microorganismos en medios sintéticos

Tomando en cuenta el efecto de los aceites esenciales del género Allium sobre
microorganismos en general (Seccion 11.2.1.) se estudié el crecimiento de cepas de
Pseudomonas fragi y Lactobacillus pentosus. Se eligieron estos dos microorganismos
debido a que el primero estd asociado con la descomposicion de carne, mientras que L.
pentosus. es una cepa bioprotectora, empleada en productos carnicos fermentados. Los
valores de las concentraciones se determinaron mediante 4 pruebas microbioldgicas

preliminares.
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Iv.3.1. Diagrama de flujo general de los bioensayos

1) Crecimiento de la cepa en el medio de cultivo
sintético especifico

2) Dilucion de los aceites esenciales

3) Inoculacién y erecimiento de las unidades
experimentales

4) Lecturas de la absorbancia a (560 nm) por
triplicado a cada punto en las curvas de crecimiento

Figura 23. Diagrama de flujo general de los bioensayos

IV3.1.1. Metodologia experimental

Se prepararon diluciones de los aceites de ajo y cebolla para obtener las
concentraciones y cantidades probadas en los medios de cultivo sintéticos.
Posteriormente, en tubos de ensayo adicionados con las concentraciones de aceites de ajo
y cebolla y sus combinaciones segun lo indica la Tabla 10, ademas de un testigo sin
aceites, se inocularon concentraciones conocidas de los microorganismos que se indican

a continuacion.
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IV.3.1.1.1.  Crecimiento de Pseudomonas fragi

Se utiliz6 la cepa ATCC 4973 que se obtuvo en forma liofilizada del cepario del
Centro de Investigacion de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
(CINVESTAV-IPN), México D.F.

Se inocularon 25 ml de medio TSB (Tripticase Soy Broth) con el cultivo
reactivado previamente. Los matraces de inocularon a 19 °C por 36 horas. Para conocer si
habia contaminacion de la cepa, se realizd tincion de Gram y observacion al microscopio.

Posteriormente, en tubos de ensayo se adiciond con las concentraciones de aceites
de ajo y cebolla y sus combinaciones, ademas de un testigo (sin aceites), se inocul¢ al 1
% del cultivo con una densidad optica = 1. Los tubos se incubaron a 19 °C por un total de
2 dias, midiendose la densidad optica cada 4 horas durante 2 dias.

Estas pruebas se realizaron por triplicado en dos repeticiones.
IV3.1.1.2.  Lactobacillus pentosus (31035)

La cepa de L. pento&us (31035) fue amablemente proporcionada en su
forma pura por la Doctora Lore Andersen, de Christian Hansen, Dinamarca. El cultivo
liofilizado se reactivé en caldo MRS, (Oxoid, Basingstoke, GB), incubado a 30 °C por 24
horas. Posteriormente se incubaron matraces con 25 ml de medio MRS con 1 % del
cultivo con densidad optica igual a 1 y se incub6 por a 30 °C 24 horas.

Se prepararon tubos de ensaye con las concentraciones de aceites de ajo y cebolla
indicados en la Tabla 10 y a estos se inocularon al 1 % del cultivo con densidad dptica =
1. Los tubos se incubaron a 30 ¢ C por un total de 2 dias, midiendo cada 4 horas durante
2 dias la densidad optica. '

Este experimento se realiz6 por triplicado y se repitioé 2 veces.
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IV.4. Anadlisis sensorial

Se estudiaron las diferencias en aceptacion general de chorizo espafiol por el
método triangular con la prueba discriminativa triangular (Wittig, 1990), en 10
formulaciones adicionadas con aceite esencial de ajo y cebolla en las concentraciones
maximas (196 y 49.6 ul de aceite/g de pasta) comparadas con un testigo. Dado que los
aceites de ajo y de cebolla tienen el doble papel de inhibidores del crecimiento de
microorganismos y de sazonadores, se desconocia si los niveles efectivos de inhibicién
microbiana de estos aceites no eran rechazados por los consumidores cuando se afiadian
a un producto procesado.

En particular en este estudio se deseaba conocer como se distribuyen las
diferencias de aceptacion de los cinco tratamientos y dos niveles de los aceites esenciales
de ajo y cebolla probados en Pseudomonas fragi y Lactobacillus pentosus. Los aceites se
probaron como sazonadores de chorizo. Para ello, se prepararon 15 kg de pasta con el
método reportado por Guerrero y Arteaga (1990) en un disefio factorial de 2 niveles de
concentracion (196 y 49.7 ul de aceite(s) / g de pasta) y cinco tratamientos, inciso [V.4.2.

La evaluacion la llevo a cabo un panel con 6 jueces entrenados (Wittig, 1990).
V4.1, Formulacién del producto
A 10 porciones de pasta, de 1 kg cada uno, se aplicaron cinco tratamientos

representados por la adicion de las concentraciones de aceites de ajo y/o cebolla que se

describen en la Tabla 11, una porcién de S kg se utilizé como blanco.
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Tabla 11. Tratamientos y niveles de aceites esenciales de ajo y cebolla en la

formulacion de chorizo espafiol

TRATAMIENTO NIVEL CONCENTRACION
- (PROPORCION AJO/CEBOLLA) ul aceite(s)/g '

1 1:0 196 : 0
2 1:1 08 : 98
3 1:2 65.3 : 130.6
4 2:1 ' 130.6: 65.3
5 0:1 0:196
6 1:0 496:0
7 1:1 249:249

K 122 16.63 : 16.63
9 2:1 32.26 : 16.63
10 0:1 0:499

Iv.4.2, Muestras para el analisis sensorial

Foto 17, Chorizo tipo espafiol

Iv4.2.1.

Came de pierna de cerdo

Vinagre blanco -comercial-
Cloruro de sodio

Fosfato de sodio”
Glutamato monosédico”
Nitrito de sodio™

: Regulador de la acidez, secuestrante, emulsionante, texturizador, estabilizador,

agente de retencion del agna No 339 Codex Alimetarius (C.A.) (Smith, 1992)

**Acentuador del sabor No 621 C.A.

**"Conservante fijador del color No 251 C.A.

Ingredientes utilizados

10 kg
S5kg

0.6 kg
466 ml
0.333 kg
0.05 kg
0.01kg
0.005 kg
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Las muestras degustadas, que equivalen a los
tratamientos, se presentaron en recipientes de plastico
con tapa y etiquetados con un cédigo y aleatorizadas
acompafiadas de agua y galletas de sabor neutro
como liquido o solido de neutralizacion (Foto 18).

Los jueces fueron informados que las muestras
podian o no ser deglutidas despu¢s de 15 masticadas
uniformizando asi la aparicion de los aceites en el
sabor, y la forma de degustacién antes de contestar
en el formato proporcionado. Los analisis sensoriales
se realizaron en oficinas individuales aislados de
estimulos externos y con iluminacion roja para evitar

la influencia del color y 1a textura de las muestras.

Foto 18. Las muestras con tratamientos se
presentaron individualmente en grupos de 3, dos
de las muestras son iguales y una es el blanco. En
cada sesion, los 6 jueces degustaron 15 porciones
de producto

IV.43. Procedimiento en la elaboracién de la pasta

La carne y el lardo se picaron, en un molino para carne marca Momat, usando un

cedazo mediano (1/8) para ser mezclados con los aditivos durante dos minutos a baja

velocidad en una mezcladora de la misma marca. Posteriormente, se almaceno la pasta

a 4 °C durante 24 horas. Pasado este tiempo, se embuti6 en la tripa de cerdo eliminando

el aire atrapado en su interior. Los tramos de chorizo se ataron de 10 a 12 cm de distancia

para finalmente iniciar la maduracién secandose a temperatura ambiente.

R22254
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IV.4.3.1. Preparacion y presentacién de las muestras

Se frieron los chorizos
durante 10 minutos a 130 °C en
un sartén con 100 ml de aceite
de maiz cambidndolo en cada
tratamiento térmico (Fotos 19

y 20);;

Foto 19. Prueba triangular para detectar diferencias

Para realizar la degustacion se

controlo:

a) apariencia (igual forma, consistencia)

b) igual tamafio

c¢) temperatura ambiente

d) codificacion de las muestras

¢) orden de presentacion (por sorteo y quedo inscrito
en el formato y la planilla de control

f) hora de degustacion

h) frecuencia de las degustaciones

1) duracion de la degustacion

Foto 20. Una muestra chorizo tipo espafiol

Se emplearon 15 muestras en

cada degustacion.
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IV.4.3.2. Panel de jueces

El panel de jueces fue seleccionado entre el personal de la Universidad
Iberoamericana en base a su capacidad discriminativa, este panel trabajé con niveles de
confianza de 95% y con limites D 0.70 y 0.45 para andlisis secuencial, de acuerdo con la
Norma # ASTM (American Society Testing and Materials), organismo
encargado de regular las pruebas de evaluacién sensorial. Los jueces empleados
tienen mas de dos afios de entrenamiento de realizar evaluaciones sensoriales.

Las condiciones del analisis fueron las siguientes:

Tamaiio del panel: 6 jueces

Pruebas usadas: para observar diferencias

Método: triangular

Condiciones de trabajo:
a) factores ambientales (temperatura ambiente)
b) hora del dia (de 14 a 18 horas en promedio)

¢) intervalo de tiempo entre degustaciones (25-30 minutos por evaluacion)

IV.4.33. Diseiio experimental y andlisis estadistico

Las muestras para analisis sensorial se asignaron en forma totalmente al azar a 10
tratamientos (Dantel, 1995). Los reSultados se analizaron utilizando un programa SAS
para computadora personal (SAS Institute, 1989). Con el propésito de obtener la mayor
cantidad de informacion sobre el sabor y aroma en los 10 tratamientos, su analisis
estadistico se efectud por el método de la o1 cuadrada en la que se considera el nimero
de jueces, numero de aciertos, nimero de errores y el nimero minimo de aciertos
necesarios para el intervalo de confianza seleccionado.

Las curvas de crecimiento de P. fragi y L. pentosus asi como la concentracion de

radicales sulfhidrilo, se sujetaron a ecuaciones de regresion (Daniel, 1995)
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Preferiria comprender una s6la causa que ser Rey de Persia.-

DEMOCRITO DE ABDERA

V.  RESULTADOS Y DISCUSION

PERFILES DE DESTILACION POR ARRASTRE
DE VAPOR PARA AJO Y CEBOLLA

100
AJO

-

CEBOLLA

24
o

TEMPERATURA
(CENTIGRADOS)
F=3 [+:]

o Q

N
[=]

0 50 100 150 200
TIEMPO (MINUTOS)

o

Figura 24, Las curvas de destilacidn por arrastre de vapor en
la que se aprecia la disminucién de la temperatura respecto del
tiempo, una vez que se han logrado las condiciones de vacio
estandar.

V.l. Extraccién de aceites

Se determinaron puntos de
ebullicién finales de 76 °C para ajo y 73 °C
para cebolla después de hora y media de
iniciado el descenso de la temperatura a
partir de 93 °C, en ambos casos (Figura
24). Las condiciones de vacio estandar se
inician con el descenso, por la
condensacion de los vapores de agua y
aceite y por la expulsion del aire disuelto
en la muestra asi como el aire que estd en

el volumen interno no ocupado (Foto 14).

La ecuacion de los gases ideales PV = nRT describe a la presion P como una

funcién de la temperatura P(T). El volumen (V) del recipiente permanece constante, el

numero de moles (n) (aire principalmente y algunas moléculas del aceite) disminuye

durante el inicio y hasta el final del proceso (Atkins, 1991). La disminucion se debe al

aumento de la presion como efecto del aumento de la temperatura de la muestra, los

gases disueltos en la muestra (N,, CO; y O, ) y ¢l aire del volumen no ocupado del

sistema de destilacion son desalojados entre la unién del cuerpo del destilador y el dedo

refrigerante a medida que aumenta la presion lo suficiente como para desplazar al dedo

refrigerante. Al ser liberados los gases disminuye €l nimero de moles totales y hace que

descienda el punto final de ebullicién en cada material biolégico destilado.
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Los perfiles son diferentes para cada sustancia, aunque su comportamiento tiene
la misma tendencia durante todo el proceso de ebullicion. Se debe considerar que antes
de la ebullicién y por la naturaleza quimica de cada vegetal y su fisiologia hay gases y
aire disueltos en la muestra. Los procesos metaboélicos de los vegetales, aunque hayan
sido cosechados, presentan reacciones en las que hay intercambios de gases (Bosquez,
1992). Una vez reducido el tamafio de la muestra, los gases se encuentran disueltos en la
porcion liquida y el espacio no ocupado del destilador, por consiguiente modifican la
presion al interior del sistema una vez que aumenta la temperatura, confiriendo a cada
producto bioldgico un perfil caracteristico. La anterior es una explicacién de los posibles
comportamientos diferentes para los materiales estudiados.

El rendimiento para la cebolla fué 0.046 g de aceite/kg ya que en los 28 kg
destilados se obtuvieron 1.275 g de aceite lo que es 42% superior al reportado
bibliograficamente. En ajos, de los 5.1 kg previa la reduccion de tamafio y sin cuticula se
obtuvieron 18.65 g de aceite equivalentes a 3.65 g/kg, 35% arriba del reportado. Con los
datos obtenidos se puede suponer que las operaciones posteriores a la cosecha, la
variedad genética y la metodologia de extraccion son factores a considerar en el aumento

de los valores del rendimiento (Reineccius 1994; Mazza y col. 1992; Badui 1988).

V.2. Anilisis de compuestos volatiles en los aceites esenciales de ajo y

cebolla

Los cromatogramas caracteristicos de aceites esenciales de ajo (Al/ium sativum)
y cebolla (Allium cepa) obtenidos por arrastre de vapor en condiciones de vacio estandar
se presentan a continuacion. Se reportan tambien las estructuras y la abundancia relativa,
espectros de fragmentacion de las sustancias identificadas en cada uno, el orden de

separacion y la abundancia relativa.
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V.2.1. Ajo (Allium sativum)

El numero total de compuestos en ajos fue 20, totalmente caracterizados 10 y 2
parcialmente. La Tabla 12 presenta los compuestos identificados y caracterizados en el
aceite esencial de ajo. Se 1identificaron 10 compuestos (Figura 25), todos contienen
por lo menos un atomo de azufre, son alifiticos y el mds abundante es dialil
disulfuro o alicina 35.59 % (tiempo de retencion t, 11.35 min), seguido por di-2-
propenil trisulfuro (t, 1845 min), con 1839 %. Se debe sefialar que este

compuesto presenta un isémero, con la misma composicion quimica pero

Abundance TIC: EXT-AJO3.D
28000 ] 1fss -

26000 4

24000 6.22
18.45

22000

20000 -

13.78
18000

16000
]

140Q0
112000
3.40
10000

8000 -

6000

4ooa:‘
1
2000

L e e e s e S tier ittt
Hime-->  2.00 4.00 6.90 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

Figura 25. Cromatograma de aceite esencial de ajo (Allium sativum) obtenido por arrastre de
vapor en condiciones de vacio estandar.
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diferente estructura. Con tiempo de retencion de 13.78 minutos el metil, 2-
propenil trisulfuro tiene una abundancia relativa de 16.36 % le sigue con 6.22
min de tiempo de retencion

aproximado el 2-propenil metil disulfuro con 11.35 %. En quinto lugar por abundancia
relativa de 4.8 % y tiempo de retencion 3.40 min se encuentra al 3-3tio bis, 1-propeno.
Con 4.6 % de abundancia y tiempo de vretenci(m de 8.55 min el dimetil-trisulfuro.
Finalmente y con abundancias por abajo de 1.7 % se identificaron otros cuatro
compuestos y corresponden a los picos de 145, 2.37, 9.7 y 10.64 min de tiempo de
retencion y son: metil alil sulfuro, dimetil disulfuro, 2-propenil propil disulfuro y el 3

(alil-tio) acido propidnico respectivamente.

Tabla 12. Compuestos identificados en el aceite esencial de ajo (Allium sativum)

TIEMPO DE ABUNDANCIA PESO MOLECULAR
RETENCION RELATIVA g/mol NOMBRE
_(minutos) ( %- AREA)

1.45 1.69 38 Metil alil sulfuro
2.37 1.11 94 Dimetil disulfuro
3.40 4.8 114 » 3-3'-tio bis, 1-propeno
6.22 11.35 120 2 Propenil metil disulfuro
8.55 4.6 126 dimetil - trisulfuro
9.7 0.24 148 2-propenil propil disulfuro
10.64 0.86 146 3-(alil tio), acido propidnico
11.35 35.59 146 dialil disulfuro
13.78 16.36 152 metil, 2-propenil trisulfuro
18.45 18.39 178 di-2-propenil trisulfuro

La Tabla 13 presenta los patrones de fragmentacion de cada uno de los

compuestos identificados en el aceite esencial de ajo.
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Metil alil sulfure. 1.69%, t, 1.45 min, 88 g/mol

ESPECTRO
Library Searched : C:\DATABASK\NDG7SK.L
Quality : 78
m . : Sulfide, allyl methyl
. Pbundanod Scan 103 (1.360 min): AJ0-24K.D (#).
8000 7
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a
2000 * ’
1 62
4 18 32 h l ‘711
ol L LU
s 3" "0 a0 e b 6 70 80
21z ’ Y. 1 {*)
80001
. 0 73
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2000§° , " 61
2
33 7.
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Tabla 13. Patrones de fragmentacion de 10 compuestos identificados en el
~ aceite esencial de ajo obtenido por el método de arrastre de vapor.
COMPUESTO (AJO)

FRAGMENTOS

P.M. 88 g/mol
es el mas abundante en el espectro

©

PM. 73 g/mol

P.M. 45 g/mol
Corresponde a un rearreglo de
Mac Laferti

P.M. 41 g/mol




ACEITES ESENCIALES DE AJO Y CEBOLLA, EFECTO BACTERIOSTATICO, CARACTERIZACION QUIMICA Y ANALISIS SENSORIAL. 59

COMPUESTO (AJO)

Dimetil disulfuro. 1.11%, R, 2.37 min, 94 g/mol

K@

ESPECTRO

uuarysonma:c:\mmn\m'lsxr.

munty
.ninuian, Aimethyl
Fandance Scan 175 (2.361 min): AJO-34N.D (#)
’ o
8000
6000 - .
79
s000
28 48
2000 18 6
4 l 32 sla
ISP R L BT J |
Kﬁiilm:e’— #63083: Dmde, dimethyl (-T’ -
o
8000 4
6000 4 19
4000 ] i
2000 15 l 61 .
'.'0 . . . ' "I.!l1 ’!l& il "
h/z—> O_ 10 20 30 40 S0 €0 70 80 90 1

FRAGMENTOS

O,
)

P.M. 94 g/mol
es el mas abundante en el espectro

@@

P.M. 79 g/mol
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COMPUESTO (AJO) FRAGMENTOS

3-3’-tio bis, 1-propeno. 4.8%, R,3.40 min, 114 g/mol

P.M. 114 g/mol

ESPECTRO

Searched 3 cs\mnmu\m‘ra L
- : 1—?:09“ 3,3’~thioble~

rhmam $cen 355 (3.363 min): AJO-2AM.D (%)
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3
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COMPUESTO (AJO) - FRAGMENTOS

2 Propenil metil disulfuroe. 11.35%,
R¢ 6.22 min, 120 g/mol

©

O

o O

P.M. 120 g/mol
es el mas abundante en el espectro

Library Sesrched : C:\DATADASE\NB?
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?;1 SN : a2 &m& \..5 - ?NQ"“‘\%
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COMPUESTO (AJO)

Dimetil trisulfuro. 4.6%, R,8.55 min, 126 g/mol

ESPECTRO

Lilwary Searched : C:\DATARASK\NBS75K.L
Quality 3 91
i - : Trisulfide, dimethyl

pbundance : Scan 664 (8.48%5 mdn): AJO-24M.D (%) 146
8000
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'3
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a 8 32 I Glll 1 } d”
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1
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N
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o] 40 | L .
b/a-=> 10 20 20 40 S0 60 70 80 90- 100 110 120.130

FRAGMENTOS

P.M. 126 g/mol
es el mas abundante en el espectro

P.M. 79 g/mol

O

P.M. 45 g/mol
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COMPUESTO (AJO) - FRAGMENTOS

2-Propenil propil disulfuro. 0.24%, R; 9.7 min, 148 g/mol

P.M. 41 g/mol
es el mas abundante en el espectro

# o3

ESPECTRO
P.M. 148 g/mol
Library Searched : C:\DATABASE\NBS75K.L . . - .
Quality : 46
Fis) - : Disulfide, 2-propenyl propyl
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COMPUESTO (AJO)

3-(alil tio), dcido propiénico. 0.86%,
R 10.64 min, 146 g/mol

ESPECTRO
Library Searched : C:\DATABASE\MBS7SK.L
Quality 1 50
I - ¢ Propionic aciq, 3-(allylthio)-
#cen 636 (10,638 min)1 AIG~34N.D (4)
[ 146
73
8000
1
6000 18 ¥
4000 28 108
61
2000 ] ,1 7
ST
In/gw=> 20 40 60 80 2 120 140_
T #8734: Proplonic ae;sd, 3-{allylthio}- (#) ’

8000

6000 |

4000 146

2000 ]

T

bn /5> 0 1d0

FRAGMENTOS

P.M. 41 g/mol
es el mas abundante en el espectro

iC's

P .M. 146 g/mol

PM. 73 g/mol

P.M. 81 g/mol
Corresponde a un rearreglo de
Mac Laferti
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COMPUESTO (AJO) FRAGMENTOS

Dialil disulfuro. 35.59 %, R;11.35 min, 146 g/mol

oy e

PM. 41 g/mol
es el mas abundante en el espectro

ESPECTRO

Litvary Searched c;\W.L

Quality T 3
ID ¢ Diallyl disulphide
m‘ga'l {11,200 min): BA-AIC3.D (%)

8000

6000

4000 1

2000 4 81 e

&
¢ 188 27 564 8s P.M. 81 g/mol
0 i '1'4[% oy _" " ’-1!!.1'1 17 130 49 .

/g 3 20 P 60 80 o 131 es un rearreglo de Magc Laferti
Rbundance 4#.” 7501 Diallyl disulphide (#%) — ~—  —

8000

6000

P.M. 105 g/mol
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COMPUESTO (AJO) FRAGMENTOS

P.M. 87 g/mol
rearreglo de Mac Laferti

(D
&{ es el mas abundante en el espectro
{
O,

o

Metil, 2-propenil trisulfuro. 16.36%,
R¢13.78 min, 152 g/mol

PM. 73 g/mol
ESPECTRO
Library Searched : C:\DATABASE\MBS75K. .
Quality H gz oKL
po 3 Trisulfide, methyl 2-propenyl
* Scan 1085 (Wﬂhﬁ?’: AJO~248.D (9 g e’
73 -
8000 4 .
- - o

6000 .

4000 1 R 39 .

2000 4 i u1. PM. 45 g/mol

= 2 61, LL msl 152
ol ¢ AR T ekl e 230 ) .‘F.‘. )
o 60 80 100 1do ' 3o

woo] . '\\39 7399 . s O

PM. 152 g/mol
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COMPUESTO (AJO)

di-2-propenil trisulfuro. 18.39%, R(18.45 min, 178 g/mol

ESPECTRO
Library Searched : c \m\um:\msmx.t.
Quality
ID H !‘ri-ulﬂ.de, di-2-propenyl
pbandance Scan - 1466 (1:.451 min): BXT-AJO3.D (%)
4a 3 :
113
8000 A
6000 A
4000 4
2000 ] - 73
: 27 L 103 176
18 l 85 ‘
(] 3\ e ‘n'| q|l‘ ot l"-“-hr I'U Il'u .l‘l'r I“ I |: e %r' Ve -|3 e
g—m> ) 20 40 60 so 100 130 140 1é0 180
#17000: -rru;nzme, al-2-propenyl (*)
n ¢
41
8000
6000 us
4000
2000
17
o _1a7ues f
3 B AL T
130 140 160° 180

FRAGMENTOS

P.M. 81 g/mol
es el mas abundante en el espectro

Ao

P.M. 113 g/mol
Corresponde a un rearreglo de
Mac Laferti

P.M. 41 g/mol

P.M. 178 g/mol
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Se ha reportado que el producto primario de la reaccién enzimatica en Allium es
el 4cido sulfénico el cual se transforma inmediatamente a tiosulfinatos; éstos se
descomponen en disulfuros, tiosulfonatos, trisulfuros que contienen metil, propil y 1-
propenil, sulfuros, di, tri y tetrasulfuros que aparecen en el aceite esencial de cebolla y
ajo obtenido por destilacion (Block y Zhao, 1992; Whitaker, 1975).

El potencial de los sabores y aromas en cebollas y ajos estd determinado
genéticamente. Chieko y col. (1993) estudiaron los compuestos volatiles formados en un
hibrido entre ajo y cebolla, éstos aunque tienen la misma naturaleza azufrada, presentan
diferentes constituyentes de las plantas que los originaron. Xiao-Jia y col. (1994)
identifican la abundancia natural de los volatiles que contienen selenio en especies
Allium como son: ajo, ajo variedad elefante, cebolla y ajo moruno o cebollin en donde
queda de manifiesto la diversidad de constituyentes de compuestos quimicos a pesar de
ser de la misma especie. Whitaker (1975) reportd que en el desarrollo del sabor, olor y
pungencia en cebolla y ajo y en general la composicion quimica de los lipidos aromaticos
en estos vegetales durante su sintesis estan influidos por el contenido de azufre del suelo
y del balance nutricional del entomo en que crece la planta. También, influyen en la
composicion quimica de los aceites las condiciones ambientales y el tratamiento térmico.
Las proporciones de los constituyentes dependen de la edad de la planta (Block y col.
1994). Mazza y col. (1992) estudiaron la composicion del aceite de ajo segin la
maduracion y el grado de madurez y encontraron que la abundancia y composiciéon
cambia en los diferentes estadios de una misma especie, aunque otros autores (Lawson,
1993; Randle y col. 1994; Lawson y col., 1992; Lawson y col. 1991; Koch y col, 1989;
Whitaker, 1975; Brodnitz y col. 1971; Brodnitz y col., 1969) concluyen que en promedio
la composicion general de los constituyentes es constante para las mismas variedades,
mismos métodos de extraccion y las mismas practicas culturales en el cultivo. Reineccius
(1994) informé que entre los factores que modifican la composicion de los compuestos
obtenidos en los aceites esenciales el mads importante a considerar es el método de
extraccion. Por ejemplo, durante la destilacion el calor induce reacciones de oxidacion
que modifica los constituyentes. La diferencia en los métodos de extraccién da origen a

los diferentes compuestos y calidades de éstos (Chieko y col., 1993; Carson, 1987).
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V.2.2. Cebolla (Allium cepa)

El nimero total de compuestos separados en cebollas fueron 38, totalmente
caracterizados 20 y parcialmente 4. La Figura 26 presenta el cromatograma del aceite
esencial de cebolla, obtenido por arrastre de vapor.

De los 20 compuestos caracterizados totalmente, los dos mas abundantes no
contienen azufre y son aldehidos, el propanal con 27 % de abundancia relativa y
tiempo de retencion de 0.95 min y el 2- pentenal, 2-metil (2-etil-t-butanal) a 3.63 min
con 13.82 % de abundancia relativa el cual se puede formar pdr condensacion aldolica y
una subsecuente deshidratacion de dos moléculas de propanal. Estos compuestos son de
los contribuyentes del sabor y aroma mas importantes en cebollas frescas. El precursor
mas importante, el S-propenil cistein-S-0xido, forma el factor lacrimdgeno inestable
tiopropanal-S-oxido (Block y col., 1994; Block y Zhao, 1992; Block y col., 1992; Carson,
1987; Boelens y col., 1971; Brodnitz y Pascale, 1971). La tiazolidina, con tiempo de
retencién de 8.13 minutos y abundancia de 8.4 % de abundancia relativa es ciclico y
contiene dos atomos de azufre y uno de nitrégeno. Los demds compuestos tienen
abundancias por abajo del 6 % y de ellos 8 son ciclicos y contienen azufre, los restantes
son alifaticos y de la misma forma, también, contienen azufre. Se debe notar que en
promedio el 40 % de los dos constituyentes mas abundantes no contienen al azufre y el
restante 60 % lo integran alrededor de 28 compuestos que si lo contienen. La Tabla 14
presenta los compuestos identificados y caracterizados en el aceite esencial de cebolla, la
Tabla 15 presenta la caracterizacion mediante espectrometria de masas de 20

compuestos.
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pSandance TIC: CEB-24N.D
£500 T 11.’5.‘“.‘1:‘

$000 -

4500 1

13).%0

4000 -

3500 1

3000 +

16.90

2500 4
10.17

11 30.40

L. 1 h ’ 2‘.0’
| . 12.45 . 24.84

#0.13

2000 4

29.1

1500 4

1000 4

24.47

3001 I 36.-

I
AR | | 2024956 ||} ‘
i“ ;al( “ LIl ”

ol —— i .
bhe—-o $.00 _ 10.00 15.00 20.00 25.00  30.00 3500

Figura 26. Cromatograma de aceite esencial de cebolla (4/lium cepa) obtenido por arrastre de vapor en condiciones de vacio
estandar
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Tabla 14. Compuestos identificados en el aceite esencial de cebolla (4//ium
cepa)
TIEMPO DE ABUNDANCIA PESO
RETENCION RELATIVA MOLECULAR NOMBRE
(minutos) ( %- AREA) g/mol
0.86 2.5 48 Metanetiol
0.95 27 58 Propanal
2.40 2.8 94 Dimetil disulfuro
3.63 13.82 98 2-pentenal, 2-metil (2- etil-t-butanal)
5.2 1.52 122 Metil propil disulfuro

5.46 1.6 108 Metil etil disulfuro
5.80 57 112 2,5-dimetil-tiofeno
6.10 1.1 120 1,3-ditiano
6.34 1.1 108 1,3-propan ditiol
6.91 1.8 120 1,4-ditiano
8.13 8.4 122 Tiazolidina
10.17 3.5 126 Dimetil trisulfuro
11.53 0.90 148 2-propenil propil disulfuro
12.69 1.12 106 1,3-Ditiolano
16.30 2.6 154 3,3-tienil- 2- icido propendico
18.13 1.2 74 Metil tirano
24.07 0.64 182 Dipropil trisulfuro
29.10 1.65 180 1,2 4-tritiolano, 3,5-dietil
30.40 2.09 180 trans-3,5-Dietil-1,2 4-tritiolano
36.13 0.43 113 2,5-dimetil-tiazolio
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Tabla 15. Caracterizacion mediante espectrometria de masas de 20
compuestos volatiles encontrados en cebolla (Allium cepa)

Metanetiol. 2.5%, R;0.86 min, 48 g/mol

COMPUESTO (CEBOLLA)

OF:

Litwary Searched : C:\DAPABASE\NBS7SK.L
Quality t 35
I . 3 Nethanethiol
- Scan 60 (0.844 min): EMP-CRE2.D (%)
ey )
1 T 47
4
6000 29
4000
2000 4
18 as 3¢
'y 18 50 63
ol g genged]ib o b L e s b
In/a—> ) ixo_xs_zozs:o:scous_a‘sssoss
Abundance ~— “#51: Eethanethiol (4)
: a7
8000 4
6000 §
4000 -
i b
2000
15 .
33 4
ST M S VS |
YA o&muzoasso:smusos!oocs

FRAGMENTOS

P.M. 34 g/mol
es el mas abundante en el espectro

©
®

PM. 47 g/mol

P.M. 44 g/mol

P.M. 29 g/mol
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COMPUESTO (CEBOLLA) FRAGMENTOS
Propanal. 27%, R; 0.95 min, 58 g/mol
PM. g/molM. 29 g/mol
¢l mas abundante en el espectro
ESPECTRO

guality :gg o DI P.M. 27 g/mol
Abundance Bcan 69 (0.958 minj: CED-24K.D (%) Correspo ;:::I?anf:r?regl o de

8000

6000 27 s8

4000 4

2000

15 )
ol 20 M2 femse 38 [ e,
/g——> 0 10 1% 20 35 30 3% 40 45 .80 53 €0 65 70
‘0373 Propanal (%)

8000 - i

6000 24 58 }

4000 ] ‘

2000’ ' . ! P.M. 58 g/mol

S} S— S ||| [T, . ' l \ Corresponde al i6n padre
n/3==> 6 510 15 20 38 30 35 40 45 % 35 65 "5‘5'"3'6|
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2922254

COMPUESTO (CEBOLLA)

Dimetil disulfuro. 2.8%, R; 2.40 min, 94 g/mol

@

ESPECTRO
Library Searched : § CH\DATABAST\IBNYSK. L
1
gu il o : Dhuumn, dimothyl
Abandance Scah 185 (2-409 min): EFT-CEBZ.5 (#), "
4
8000 L
6000
7
4000
n
3000 ]
' l ni |
....l.. |" ' } ..‘.I..a. peee |
Lo gty o i
m "
o%
8000
6000 . i 7%
4000 6
b
2000 ] 15 . "I"T
1 1 32
1, | a7y 7 91 |l
b/3—> 9 30 0 = 70 g0 90 100

FRAGMENTOS

g,
o

PM. 94 g/mol
es el més abundante en el espectro

PM. 44 g/mol
rearreglo de Mac Laferti

PM. 56 g/mol
rearreglo de Mac Laferti

010

P.M. 79 g/mol
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COMPUESTO (CEBOLLA)

2-pentenal, 2-metil(2-etil-t-butanal). 13.82%,
R;3.63 min, 98 g/mol

Library Searched : C:;\DATABASE\MBS7S5K.L
Quality s 91
ID 3 R + 2-mathyl~
W—-—“——mr‘gm‘ﬁnn CEB-246.0 (%)

8000 | s

98
€000
4000 { . 835 69
219 83
2000 L]
1s l iy 11
1
(] ..6.1..,..'.-1|....,-|...| r.-,l..llr."’.,.‘.ﬂ...'.'f’-...,.?—’, cova gyt
%z—> 10 20 30 40 SO 60 70 80 90 1 110 -
] #63183: ‘i- . 2-methyl- (*)

8000

6000

4000 ]

X *

2000

/E—=> - 0

FRAGMENTOS

P.M. 41 g/mol
es el mas abundante en ¢l espectro

P.M. 98 g/mol
ion padre

P.M. 69 g/mol

P.M. 55 g/mol
Corresponde a un rearreglo de
Mac Laferti
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COMPUESTO (CEBOLLA)

Metil propil disulfuro. 1.52%, R¢5.2 min, 122 g/mol

©

ESPECTRO

Litwary Searched 1 cs\mumu\ms: L
mnnty
. Disuuldn mothyl propyl ©
Abundance Soan 407 (5.15% ain); e®BB-ZAN.D (9) — — T
8000 ] 122
6000
4000 4
4 13 ] 93 138
o l',Jl'......". ll
/s> 80 W ade o
Abundanoe Tsao ml propyl ‘m”‘ - T
122
1 lioﬁ

FRAGMENTOS

PM. 80 g/mol
¢l més abundante en el espectro

©

©

P.M. 122 g/mol

PM. 41 g/mol

e\‘@

PM. 45 gfmol
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COMPUESTO (CEBOLLA) FRAGMENTOS

S o

@ PM. 75 g/mol

Metil etil disulfuro. 1.6%, R;5.46 min, 108 g/mol

mas abundante en el espectro
ESPECTRO @
::’jif

Lilirary Searcted : C:\DATABASE\NBS7SK.L =
Quality : 43
) : Disulfide, methyl 1-(methylthio)ethyl
Rhandence ~Boaon 426 (3.447 min): ;;m.o [€))

8000 '

6000 ] . P.M. 108 g/mol

60 108
4000 4 . a5

3 | v
30 40 B0 &
- etayl (%)
6000 4 @
4000 ’

«

2000

I

1

m/z==> 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 200 110 130 P.M. 60 g/mol
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COMPUESTO (CEBOLLA)

2,5-dimetil-tiofeno. 5.7%, R, 5.805 min, 112 g/mol

ESPECTRO

Library Searched : c:vnnnn\mnu.n

g’nt’ ; : mw 2,3-dinethyl~

FW Soan 456 (5.608 wln)7 CE-24M.D (7]
8000 4
6000 4
4000] . 97
2000 . - i

o ....f..,...lua. l | ‘,l..‘:.(.-.-.v,:.m.'h..II',n-....f.16

- 20 60 % 1
’%%a:“ae_o“ 20 ~Feaos SeET thlopbans, 2,5-dlmethyl- (%)

L S e

ij1
ceeeglthan s
o' ‘240 "1do |
111

/s> . 8 1o 36 30 40 S0 65 70 B 80 200 110 1

FRAGMENTOS

PM. 111 g/mol
es ¢l mas abundante en el espectro y
corfesponde al ion molecular

P.M. 97 g/mol
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COMPUESTO (CEBOLLA)

1,3-ditiano. 1.1%, R; 6.10 min, 120 g/mol

ESPECTRO
Library Searched : C:\DATABASE\NBS75K.L
uality : 38
i - : 1,3-Dithiane
Abundance Scan 480 (6.105 min): CEB-24M.D (*)
1120
8000
6000
45
72
4000
2000 ] . 28 39 79 .
4
R 1 O
PR OO SO SO o A1 R X O ) I A O
90 100 110 120 -

n/3—-> 010 20 30 40 50 60 70 80
Abundance

#64517: 1,3-Dithiane (*)
130

8000 4

FRAGMENTOS

©

P.M. 120 g/mol
es el mas abundante en el espectro y
corresponde al i6n molecular

O

P.M. 45 g/mol

©

PM. 72 g/mol
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COMPUESTO (CEBOLLA)

1,3-propan ditiol. 1.1%, R, 6.34 min, 108 g/mol

Library Searched

Quali
th

ESPECTRO

: g;\mmn\msi.x.
: 1,3-Propanedithiol

8000

4000 -

2000

o

ol
0

4

Scan™ 457 (6.31% ain): CEB-24M.D (#)
» .

4
47
28
18 I 8
| L2l
I 1 1
10 20 30 40 50 60 70- 80 .90 160 110

108

F%‘o‘

68000 4

6000 A

~#20703_1,3-Propanedithiol (+)

FRAGMENTOS

PM. 75 g/mol
es el mas abundante en el espectro y
corresponde al ion molecular

PM. 41 g/mol
Corresponde a un rearreglo de
Mac Laferti

PM. 47 g/mol

P.M. 108 g/mol
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COMPUESTO (CEBOLLA)

1,4-ditiano. 1.8%, R; 6.91 min, 120 g/mol

ESPECTRO
Searched 1 C:\DATABASK\NBS75K.L
auiicy D
Fsahaanna' g Boan 543 (6.694 min): CEG-24K.D (*) 150
8000 ] o 1
6000

3

a5
40001
2000 ] ’ 28 e
4 18 l ‘ l
ol do o b
4" "Yo" 30 30

7.
)

2
iao
108
] } PP |

n/’--;>

’O

_ml.-

i ¥

PR TS I L R AR

40 Jg_ 6 70 80 Jq_}bo 1io” .
¥64517: 1,3-Dithiane (*)

13

e e e e e ]

FRAGMENTOS

P.M. 120 g/mol
es el mas abundante en el espectro y
corresponde al i6n molecular

PM. 45 g/mol

O,

P.M. 72 g/mol
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COMPUESTO (CEBOLLA)

Tiazolidina. 8.4%, R, 8.13 min, 122 g/mol

ESPECTRO

Searchad : C:\DATABASE\NBS?3X.L
3 50

;s Thiasolidine .
Bcan 642 (9.134 =in): CRS-34M.D (*)

8000 4

4000 4

41

61
34
58|
a7

oo by e, l ol l o
30 40 80 ' do 7

79 i
... j‘. 1
a0

|

i22

o s0_ 160 '1do ‘130
) #6872: WiazorIdine (3)19“

byams O3

10 20 30 40 %0 60 70 8o

FRAGMENTOS

©

P.M. 89 g/mol
ion padre

P.M. 41 g/mol
Corresponde a un rearreglo de
Mac Laferti

O

P.M. 74 g/mol
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COMPUESTO (CEBOLLA)

Dimetil trisulfuro. 3.5%, R;10.17 min, 126 g/mol

ESPECTRO

Library Searoched : C:\DATABASE\WBS7SK.L

Quality : 87
his] : Trisulfide, dimethyl
pbundance Scan 803 (10.150 min): CEB~24.D (%)
. 136
8000 1
6000
79
4000 4 -
. 150
2000 | 64 111
28
S T wl, [
LY G S O T AL PR ¢ RO N S | O M |
/s> [} _ a0 40 60 80 100 120 140
iﬁm . #64838: Trisulfide, dimethyl (*) )
: 136

8000 §

6000 |

4000 {

2000

o] R
in/5==> i 20 40 60 80 100 120 140

FRAGMENTOS

P.M. 126 g/mol
es el mas abundante en el espectro y
es el ion padre

»

PM. 79 g/mol

>

P.M. 45 g/mol
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84

COMPUESTO (CEBOLLA) FRAGMENTOS

3%";?5

P.M. 148 g/mol (es un isémero)

2-propenil propil disulfuro. 0.90%,
R¢ 11.53 min, 148 g/mol

©

- 4

ESPECTRO

@Mﬁ!‘w : g;\mnm\msx.r. .
b ¢ Disulfide, 2-grapenyl propyl’ .
PM. 106 g/mol

rm" — Scan 916 {i1.553 min)r MT-CED3.D (47"
| ] ' « .
6000 s 106 .
'! 6000 ]
" 40001
2000 ] » ’“
59
Abundance ~ 7_9192 iﬁmzs I Pl‘opyl i') -
) 148
] - 104
4 |

o 3o Tk P.M. 41 g/mol
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COMPUESTO (CEBOLLA)

1,3-Ditiolano. 1.12%, R; 12.69 min, 106 g/mol

ESPECTRO

Library Searched : C:\DATABASE\MBS7SK.L =~
Quality : 22

b - : 1,3-Dithiclane .
Abundanoce T Soan ‘1005 (12.679 min): CEB~24M.D (¢)
: 8
8000 C 106
60004
41
4000 4
.73
2000 ] . 1z 28 64
WAL |
of o TEAE ] T
m/3==> O 20 4 60 do 1o 130 e
Abandance #1982: 1,3-Dithiolane (*) :
. 105
8000
6000
60
78
4000 as
%
2000 5!
) }( i " ;
b | ¥ T | " T 1] T
I/ B ==> 20 40 60 80 100 120 140

FRAGMENTOS

oo

P.M. 148 g/mol
rearreglo de Mac Laferti

O,

P M. 73 g/mol

P.M. 41 g/mol
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COMPUESTO (CEBOLLA)

3,3-tienil- 2- 4cido propendico. 2.6%,
R; 16.30 min, 154 g/mol

O

ESPECTRO

Libtrary Searched : C\DI!WSRL :

omlity
: 3—(3-n1av1)wop-2-enou acia
FTEBEE Scan 1334 (16.922 min): BXI-CBBZ.D (§)
1!{0
8000 ]
6000 |
112

4000

2000 ] m ’9
, ° .1 i"." ..vla?-sl , ...l?..
p/2=—=> 0 20 40 1 o

nocs: :—(a-meayl) WT-)_O — 10
1

8000 g

6000 1

4000 |

) 39‘5 65

2000 l { 97

. .0 — T . I |“ II l' J l‘lll . lm
/x> [ 20 40 60 a0

FRAGMENTOS

PM. 154 g/mol
es ¢l mas abundante en el espectro y
es el ion padre

PM. 112 g/mol
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COMPUESTO (CEBOLLA) FRAGMENTOS

Metil tirano. 1.2%, R 18.13 min, 74 g/mol

P.M. 74 g/mol

ESPECTRO

Library Searchoed : C:\DATABASE\NBS73K.L

Quality : 53
h 14] . s » methyl- .-
Abundance Scan 1438 (18.101111.!1): CEB-24K.D (*)
" !
8000 4
6000 ]
41
4000 {
) ) 148
2000 18
l us P.M. 41 g/mol
J ' e e ' ide

Do, methyl~ (¥)
73

4000 4

2000

s o

" 180 120 1do
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COMPUESTO (CEBOLLA) - FRAGMENTOS

Dipropil trisulfuro. 0.64%, R; 24.07 min, 182 g/mol

P.M. 182 g/mol

ESPECTRO

Litrary Searched : c:\nmau-\msnx L

Quantv
- s Mmlﬂde - dipropyl
m ' Scan 1914 {24.062 nin): CEB-24¥.D.(%)
75 S -]
8000
43
6000 |
18
4000 1
28
2000 4 ’
| LN 08 O )
ol (L. i b ey, o v L E } ................... :
/s> oL o' ks’ ido idi ik s P.M. 75 g/mol
nans: n—ui.& (5] - -
8000
6000 1 75 182
4000 4
200‘0- 2 . 150
. *hos117 1401_ 14
m/z—> & 20 @0 . 80 80 a0 230 iie 1de o 0T

P.M. 43 g/mol
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COMPUESTO (CEBOLLA)

1,2,4-tritiolano, 3,5-dietil. 1.65%,
R¢ 29.10 min, 180 g/mol

ESPECTRO

Library Searched : C:\DATABASE\WBS7SK.L

Quality : 83
D : 1,2,4-Prithiolane, 3,5-diethyl- -
pHandanca Scan 2321 (29.159 min): CED-24M.D (%). ﬁ
: 180
8000
73
6000 1
a 206133
4000
18 B 64
2000 28 59
AR
B I IO T 1 11 L 711 A Tt Y
/g—-> 6 20 40 . 60 80 160 120 140 10 180
§68704: 1,2,4-Trithiolane, 3,5-dlethyl- (¥)
. lﬁo
8000 74
6000 ] 106
115
4000 73
as
] *
20007 Tl
o P AR A i s S D A ARE T P
n/z==> 20 40 60 80 100 120 140 160  180.

FRAGMENTOS

P.M. 180 g/mol
corresponde al ion padre

P.M. 73 g/mol

ORO

P.M. 115 g/mol

P.M. 41 g/mol
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COMPUESTO (CEBOLLA)

trans-3,5-Dietil-1,2,4-tritiolano. 2.09%,
R(30.40 min, 180 g/mol

ESPECTRO

Litrary Searched : C:\DATABASE\NBS7SK.L.

Quality : 83
m  1,2,4-Trithiclane, 3,5-diecthyl-
Pbundance Scan 2415 (30.334 nin): EXO-GHBZ.5 (£3]
nro
8000
) 73
6000 ] 18
a 106315
4000 ]
2000 ¥ N
4
L1 L T' I T
WRRCLUPRERLE LU AL X1 X OO W
_ 0 20 _ 40 _ 60 140
1i£am‘e. #68704: 1,2,4~Fr1 . 3, sthyl~ (3) —280
ltp
8000
74
6006 |
106
5
4000 ] 7. B
a5
2000 4~ 59
‘OJ(S. Ty j,‘ T . s ——
b/g—> . 20 40 60 80 100 1do 140 1% 0

FRAGMENTOS

P.M. 180 g/mol
corresponde al ion padre

P.M. 73 g/mol

PM. 115 g/mol

P.M. 41 g/mol
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COMPUESTO (CEBOLLA)

2,5-dimetil-tiazolio. 0.43%,
R¢ 36.13 min, 113 g/mol

O

ESPECTRO

Library Searched : C:\DATABASE\MBS7SK.L

Quality
I

: 9
: Thiazole, 2,5-dimethyl-

Abundance

8000

6000

4000 4

2000 4

i 0

=

mg:—-> °
8000 1

6000

Wimnl

_ Scan 2878 (36.134 min): CEB-24N.D (*).

Gt i ey
20 1*0 140 16’0 180

4
#3757: Thilasole, 2,5-Almethyl- (*)
113
72

FRAGMENTOS

P.M. 18 g/mol

PM. 113g/mol
ion padre

©

P.M. 99 g/mol
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La Tabla 16 resume a los compuestos identificados en los aceites esenciales de

ajo y cebolla extraidos por arrastre de vapor en condiciones de vacio estandar, asi como

su abundancia relativa, tiempo de retencién y peso molecular.

Tabla 16. Compuestos azufrados encontrados en los aceites esenciales de ajo
y cebolla.
Familia de Abundancia | tiempo de peso
compuestos Ajo Cebolla relativa retencion molecular
% (min) (g/mol)
Metil alil sulfuro 1.69 145 88
3-3"-tio bis, 1-propeno 48 340 114
3-alil tio 4cido propiénico 0.86 10.64 146
Metanetiol 25 0.86 48
Monoazufradoes 2,5-dimetil-tiofeno ° 5.70 5.80 112
Tiazolidina ® 84 8.13 122
3,3-tiemil-2-acido 2.6 16.3 154
propenoico °
Metil tirano 12 18.13 74
2,5-dimetil-tiazolio 0.43 36.13 113
Dimetil disulfuro * 111 237 94
2 Propenil metil disulfuro 11.35 6.22 120
2-propenil propil 0.24 9.7 148
disulfuro *
Dialil disulfuro 35.59 11.35 146
Dimetil disulfuro * 28 24 94
Metit propil disulfuro 1.52 52 122
Disulfuros Metil etil disulfuro 1.6 546 108
1,3-ditiano ° 1.1 6.10 120
1,3-propan ditiol 1.1 6.34 108
1,4-ditiano ® 1.8 6.91 120
2-propenil propil 0.90 1153 148
disulfuro *
1,3-Ditiolano ° 112 12.69 106
Dimetil trisulfaro * 4.6 8.55 126
2-propenil metil trisulfuro 16.36 13.78 152
di-2-propenil trisulfuro 18.39 1845 178
Dimetil trisulfuro * 35 10.17 126
Trisulfuros Dipropil trisulfuro 0.64 24.07 182
1,2 4-tritiolano-3,5-Dietil ° 1.65 29.10 180
trans-3,5-Dietil-1,2 4- 2.09 30.40 180
tritiolano °
Propanal 27 0.95 58
Sin azufre 2-pentenal, 2 metil(2-etil-t- 13.82 3.63 98

butanal)

¢ Compuestos ciclicos
* Compuestos comunes en los dos vegetales
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V.2.3. Concentracion de grupos sulfhidrilo SH

Con la ecuacion general Cy(umol SH /ml) = (A / 13 600 * D), reportada por Ellman

(1959), se obtienen las curvas para cada tratamiento (Figura 27). Con ellas se puede

calcular la concentraciéon de grupos tiol a
cada valor de concentracion de aceites
esenciales (Tabla 17). De las ecuaciones,
A es el valor de la absorbancia leida en la
solucion problema a 420 nandmetros
(nm), 13 600 es el coeficiente de extincion,
D es el factor de diluciéon y se calcula:
[(Volﬁmen total/Volumen de la
muestra)*(Volumen de la solucion de
fosfato + Volumen del reactivo de Ellman)

/Volumen de la muestra)].

Aceites esenciales de ajo y cebolla en presencia
del reactivo de Ellman

9E05
8 E-05 +
7E05 +
6 E-05 +
S5E05 +
4E-05 +
3E-05 +
2E-05 ¢
1 E-05 1

Concentracion de grupos
tiol SH (jumoles/m})

®
M cebola
A sjorcebolla (1:1)
M gjorcebolla(1:2)

X sgorcebolla(2:1)

0 E+00

Concentracion
! de aceite(s) / ml de medio

0 50 100 150 200

Figura 27. Prueba del reactivo de Ellman en los cinco
tratamientos y los cinco niveles, mismos que se probaron en

los bioensayos.

Tabla 17. Ecuaciones que describen la concentracion de los grupos sulfhidrilo
(umoles/ml) en los 5 tratamientos probados en los bioensayos.

TRATAMIENTO ECUACION DEL TRATAMIENTO R’
Ajo [SH (umoles/ml)} = 4E-07*(ul de aceite) + 1E-06 0.9987
Ajotcebolla (2:1) [SH (umoles/ml)} = 3E-07*(ul de aceites) + 7E-07 0.9993
Ajotcebolla (1:1) [SH (umoles/ml)] = 3E-07*(ul de aceites) + 6E-07 0.9989
Ajo+cebolla (1:2) {SH (umoles/ml)] = 3E-07*(ul de aceites)+ 3E-07 0.9993
Cebolla [SH (umoles/mD)] = 3E-07*(ul de aceites) + 8E-07 0.9994

Los coeficientes de correlacion de cada una de las ecuaciones obtenidas con los

datos experimentales estd por arriba del 0.99 en los cinco tratamientos probados. Se

tiene que considerar que el orden de magnitud entre el nivel mas pequefio y el mas

elevado de concentracion de los aceites es de (5025) veces mayor por lo que los tres

primeros puntos se encuentran cercanos entre si comparados con los dos ultimos, (0.039,

0.39, 3.99, 49.6, 196) pl aceite(s)/ml.
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Los resultados de la Tabla 18 indican una disminucion gradual de la concentracion
de grupos tiol a medida que aumenta el contenido del aceite esencial de cebolla. Con las
ecuaciones obtenidas la concentracion de los grupos tiol en ajo y cebolla, al comparar los
resultados, en un mismo nivel de concentracion se puede notar que en ajos es 25 % mayor
respecto de la cebolla. De la misma forma, también se aprecia que entre las combinaciones
de los aceites no hay diferencia en las concentraciones del grupo funcional. Los dos
constituyentes mas abundantes en la cebolla no contienen atomos de azufre y son
aldehidos que no generan el pigmento detectado con el reactivo, mientras que en ajos
todos sus constituyentes si lo contienen. Aunque no se puede conocer cual o cuales de los
constituyentes en cada aceite reaccionan, se debe sefialar que el ajo se encuentra 25% por
arriba en la concentracion de los grupos tiol detectados respecto de la cebolla y entre las

mezclas no hay diferencia.

Tabla 18. Concentracion de grupos tiol (SH) en pmoles/ml

Concentracion
pl aceite(s) / ml pmoles/ml de grupos tiol en cada tratamiento (1x10)
ajo ajotcebolla ajotcebolla ajo+cebolla cebolla
(2:1) (1:1) (1:2)
196 7.94 5.95 5.94 5.91 5.96
49.6 2.08 1.55 1.548 1.518 1.55
3.99 0.259 0.186 0.178 0.1497 0.186
0.39 0.115 0.0817 0.0717 0.0419 0.0817
0.039 0.101 0.0711 0.0611 0.039 0.0711

El nimero de compuestos azufrados en cebollas que tienen estructuras ciclicas son
9 y suman 18.99 % de abundancia relativa (2,5-dimetil-tiofeno, tiazolidina, 3,3-tienil-2-
acido propenoico, 2,5-dimetil tiazolio, 1,3-ditiano, 1,3-ditiolano, 1,2,4-tritiolano-3,5-dietil
y el trans-3,5-dietil-1,2,4-tritiolano), los demas compuestos alifaticos caracterizados que
contienen al azafre suman 15.76 % (metanetiol, metil propil disulfuro, metil tirano, dimetil
disulfuro, metil etil disulfuro, 1,3-propan ditiol, 2-propenil propil disulfuro, dimetil
trisulfuro, dipropil trisulfuro); el restante 18.53 % corresponde a otros compuestos que no

fueron identificados y que de forma individual cada uno de ellos tienen abundancias por
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abajo de 1 % seglin las areas del cromatograma. Considerando que un compuesto ciclico
como los que se encuentran en cebollas adquieren mayor estabilidad al presentar un
fendmeno conocido como resonancia, que no es otra cosa que el movimiento continuo de
los electrones al interior de la molécula, que proporciona mayor estabilidad al compuesto y
por consiguiente menor actividad en la formacion del pigmento detectado en la prueba si

se compara con los compuestos alifaticos del aceite esencial de ajo.

V.3. Crecimiento de microorganismos en medios sintéticos

El analisis de resultados de las curvas de crecimiento en los bioensayos, se realizo a
través de las ecuaciones de cada tratamiento y cada nivel obtenidas a partir de las lecturas
de la absorbancia. Las funciones polinénicas (y(x)) de tercer orden, en estos bioensayos,
describen al crecimiento celular considerando los factores enlistados en la Tabla 1. La
variable independiente x representa al tiempo en horas, entre el inicio del crecimiento y la
culminacion de la fase exponencial, 30 horas para Lactobacillus pentosus y 24 horas para
Pseudomonas fragi. El intervalo de interés se justifica en conocer como responde el
crecimiento a lo largo del tiempo y(x) con cada uno de los tratamientos y niveles probados
entre la inoculacion y el inicio de la fase estacionaria (Figura 20). El polinomio o ecuacidn
que simula el crecimiento esta influido por la variable de tiempo (x°, x°, x).

Las ecuaciones lineales, enlistadas en las Tablas 20 y 22 tienen la misma tendencia,
se localiza un punto maximo en el mismo intervalo seleccionado, coeficientes de
correlacion similares por lo que pueden ser comparadas en un rango de la variable
independiente tiempo para conocer el comportamiento del crecimiento equivalente al area,
calculada por el valor de la integral definida. El porcentaje de inhibicion se obtuvo al
comparar los valores de cada una de las areas bajo la curva respecto de la que presento la

menor area y por consiguiente el menor crecimiento.
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V.3.1. Lactobacillus pentosus

Sugieren los resultados que como era de esperarse, la maxima inhibicion se alcanza
a 196 ul/ml del aceite esencial ajo, tratamiento y nivel de referencia, respecto de las demas
curvas. El porcentaje de inhibicion se calcul6é en base a las ecuaciones obtenidas con las
regresiones y con el aceite esencial de ajo a 196 pl/ml como referencia de la maxima
inhibicion. Seguido por la combinacion de ajo y cebolla (2:1), ajo y cebolla (1:1) y
finalmente la mezcla de mayor proporcion de ajo y cebolla (1:2) en el maximo nivel
probado. La variacién de los resultados de las areas cuando se combinan los aceites
indican que no hay efecto sinérgico. Para el nivel de concentraciéon de 49.6 pul/ml, la
inhibicion esta entre 27.98 % en la mezcla de ajo y cebolla (2:1) y 15.61% ajo y cebolla
(1:2) comparado con la referencia sugiere un posible efecto sinérgico en la combinacion
2:1 de ajo + cebolla (Tabla 19 y Figura 28). De igual forma para el nivel de 3.9 pl/ml no se
aprecia diferencia del porcentaje de inhibicién al comparario con el nivel de 49.6 ul/ml. En
el nivel de 0.39 pl/ml el efecto que presentan los aceites y sus combinaciones no son de
inhibidores y por el contrario, es evidente el incremento en los valores de las areas
asociadas al crecimiento de L. pentosus, segun los datos los constituyentes de los aceites
favorecen el desarrollo metabdlico cuando se probaron por abajo de 0.39ul/ml. La Figura
28 recopila las curvas de crecimiento en L. pentosus, la comparacion de las curvas de los

resultados de las areas se encuentran en la Tabla 20.

Tabla 19. Comparacion de las areas y porcentajes de inhibicion a 30 horas en
Lactobacillus pentosus.

TRATAMIENTO | 9% de inhibicion a cada nivel de concentracion de los tratamientos

Conc.aceite 196 49.6 3.9 0.39 0.039 Blanco
esencial ul/ml

Ajo 0 19.2 18.19 29.88 11.87 33.19

Ajo+Cebolla (2:1) 3 27.98 24.15 6.86 27.59 20.54

Ajo+Cebolla (1:1) 8.14 21.27 20.55 19.82 17.59 8.75

Ajo+Cebolla (1:2) 8.9 15.61 21.09 31.62 13.50 31

Cebolla 4.6 16.26 19.84 8.89 11.32 12
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Figura 28. Curvas ajustadas de crecimiento de Lactobacillus pentosus
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Figura 28. Curvas ajustadas de crecimiento de Lactobacillus pentosus (continuacion)
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Figura 28. Curvas ajustadas de crecimiento de Lactobacillus pentosus (continuacion)

99
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Figura 28. Curvas ajustadas de crecimiento de Lactobacillus pentosus (continuacion)
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Figura 28. Curvas ajustadas de crecimiento de Lactobacillus pentosus (continuacion)
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Tabla 20. Ecuaciones de crecimiento de Lactobacillus pentosus, punto teorico
maximo, area bajo la curva a 30 horas y porcentaje de inhibicion tomando
como referencia la menor area (ajo a 196 pl/mi).
| BN N PR
NIVEL ECUACION (coeficiente de correlacién) soruavers | A8 CI: R;\S entre dreas

0.039 y =-0.0002x + 0.0068x" + 0.0919x - 6.0922; R*= 0.9654 “(2;.1)1; 3421) 59.28 11.87
0.39 y =-0.0001x + 0.0065x" + 0.087x - 0.0963; R*=0.9847 | (49.22, é:008)__ 74.51 29.88
3.96 y = -0.0002x" + 0.0085x + 0.0666x - 0.0702; R*=0.9862 | (31.82, 4.21‘) : 63.86 18.19
49.6 y =-0.0002x" + 0.0106x + 0.0236x - 0.0335; R* = 0.985 (35.33, 4.37) 64.51 19.02
196 y =-0.0001%" + 0.0059x + 0.0469x - 0.0569; R* = 0.9538 | (39.33, 3.03) 5224 0

BLANCO | y=-0.0002x° + 0.0111:" + 0.0416x - 0.0648; R*= 0.9762 | (38.97, 6.752) 78.20 - 3319
AJO + CEBOLLA (2:1)

0.039 y = 0.0004x + 0.0215x°- 0.0992x + 0.038; R*=0.991 { (33.35, 5.80) 72.15 27.59
0.39 y=-0.0003x" +0.0156x” - 0.0492x - 0.0471; R*=0.9829 | (33.01, 4.53) 56.09 6.86
3.96 y=-0.0002% + 0.0119x° + 0.006x - 0.014; R*=09805 [ (39.91, 6.46) 68.88 24.15
49.6 y =-0.0001% +0.0028x” + 0.1695x - 0.2895; R* = 0.9827 | (34.86, 4.78) 72.54 27.98
196 y = -0.0003x" + 0.0126x + 0.0113x - 0.1398; R* = 0.9739 | (28.44, 3.47) 53.54 2.42

BLANCO | y=-0.0003x" +0.0104x + 0.087x - 0.2081; R*=0.9772 | (26.72, 3.81) 65.75 20.54
AJO+ CEBOLLA (1:1)

0.039 y=-0.0002%" + 0.012x7 - 0.0037x - 0.0899; R*=0.9748 [ (39.84, 6.16) 63.13 17.25
0.39 y =-0.0004x +0.0224x - 0.1396x + 0.2462; R* =0.9907 | (33.90, 5.67) 65.16 19.82
3.96 y = -0.0002%" +0.0118x” + 0.0041x - 0.0593; R* =0.9749 | (39.50, 6.18) 65.76 20.55
49.6 y =-0.0001x° + 0.0065x” + 0.0736x - 0.1668; R*=0.9765 | (48.40, 7.28) 66.36 21.27

196 y=-0.0002% +0.01x* + 0.0173x- 0.0138; R*=0.9753 | (34.17, 427) 56.87 8.14
BLANCO | y=-0.0002x +0.0094x* + 0.0415x - 0.1839; R*=0.9552 | (33.40, 4.23) 57.25 8.75

AJO + CEBOLLA (1:2)
0.039 y = -0.00025° + 0.0082x° + 0.0833x - 0.246; R* = [ (3171, 4.26) 60.40 13.50
0.9646
0.39 y =-0.0001x° + 0.0033x” + 0.1877x - 0.5837; R* =0.9554 | (38.22, 5.82) 76.40 31.62
3.96 y = -0.0004x" +0.0134x" + 0.08x - 0.3127, R’ =0.9633 | (2499, 3.31) 66.21 21.09
49.6 y =-0.0002x + 0.004x" + 0.1839x - 0.5446; R*=0.9439 | (254, 3.42) 61.91 15.61
196 y = -8E-05% + 0.0026x” + 0.1328x- 0.3184; R*=0.978 [ (36.73, 4.102) 57.40 8.98
BLANCO | y=_-5E-06X - 0.0048x + 0.3404x - 1.1081; R*=0.9668 | (33.68, 4.72) 75.72 31.00
CEBOLLA

0.039 y =-6E-05% + 0.002x* + 0.1475x - 0.4438; R*=0.9329 (41.81, 4.83) 58.91 11.32
0.39 y =-0.0001% + 0.0051%" + 0.0832x - 0.1914; R* = 0.9376 (40.79, 4.90 57.34 8.89
3.96 y = -0.0002x° + 0.0119x2 + 0.0008x - 0.047; R’ = 0.9875 (39.7, 6.22) 65.55 19.84
49.6 y=-0.0001x% + 0.0066x” + 0.0572x - 0.0831; R*=0.9437 | (47.97,6.80) 62.39 '16.26

196 y = -0.0003%° + 0.0149x%- 0.0439x + 0.0408; R7=0.9838 | (31.56, 4.06) 54.81 4.68
BLANCO | y=-0.0001%" +0.0049x" + 0.0945x - 0.2173;R2 = 0.9667 | (40.45, 5.00) 59.85 1271
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V.3.2. Pseudomonas fragi

También para las Pseudomonas fragi la maxima inhibicion se alcanza con el mayor
nivel probado de 196 ul/ml. Calculado a partir de las ecuaciones obtenidas con las
regresiones y con el aceite esencial de ajo al maximo nivel probado como referencia de la
méaxima inhibicién. El intervalo seleccionado fue de 24 horas ya que a diferencia de L.
pentosus, P. fragi tiene crecimiento 6ptimo en la temperatura de 19 °C por lo que llega
mas rapidamente al punto maximo y por consiguiente a la fase estacionaria en un intervalo
mas corto de tiempo. Para el nivel méximo probado, el resultado indica que con cebolla se
logra mayor area, o lo que es igual, es menos inhibidora del crecimiento celular
comparandola con el area respecto de ajo. Aunque se debe sefialar que cuando se
combinan los aceites en proporcion 1:1 surge el efecto sinérgico en la inhibicién en éste
nivel de concentracion. En el nivel de 49.6 y 3.9 ul/ml no hay diferencias considerables en
cuanto a las areas nuevamente es el ajo el que tiene el mayor porcentaje de inhibicion con
lo que se puede suponer que no hay diferencia usar el nivel de 3.9 a respecto de 49.6
ul/ml. Finalmente, en el caso de las concentraciones menores de 0.39 y 0.039 pl/ml el
fenémeno contrario a la inhibicién se presenta con lo que se favorece el desarrollo celular
y es posible que ello se deba a la utilizacion de los compuestos presentes en los aceites
durante los procesos metabolicos, al comparar los aceites durante este fendmeno, la

cebolla induce aun mas el crecimiento que el ajo (Tablas 21 y 22, Figura 29).

Tabla 21. Comparacién de areas y porcentajes de inhibicion a 24 horas en
Pseudomonas fragi.

TRATAMIENTO | % de inhibicion a cada nivel de concentracion de los tratamientos

Conc.aceite 196 49.6 3.9 0.39 0.039 Blanco

esencial pl/ml

Ajo 0 5.36 5.28 27.20 29.03 17.76
Ajo+Cebolla (2:1) 11.66 14.37 14.93 20.09 23.68 24.35
Ajo+Cebolla (1:1) 0.13 14.22 18.92 28.76 24.34 17.50
Ajo+Cebolla (1:2) 6.80 10.18 16.82 28.76 23.74 28.35
Cebolla 13.90 18.57 22.63 27.35 33.01 23.89
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Figura 29. Curvas ajustadas de crecimiento de Pseudomonas fragi
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Curvas ajustadas de crecimiento de Pseudomonas fragi (continuacion)
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Figura 29. Curvas ajustadas de crecimiento de Pseudomonas fragi (continuacion)

Absorbancia a 560 nm

Pseudomonas fragi en presencia de
aceite esencial de ajo+cebolla (1:1)

=P oly. (0.039 microlitroslim )

mmwamm=p oly. (0.39 microlitrosi/m ()
w——poly. (3.9 microlitrosliml)
—— 0 1y

. (49.6 microlitrosl/m i)

=P oly. (196 microlitrosi/mI)

eumamm—rp o ly. (Blanco)
B + + +
0 5 10 15 20 25 30 35
Tiem po en horas
P d: fragi en pr la de aceite ial P d fragi en p ia de aceite {al de

de ajo+cebolia (1:1) 0.039 ul/ml

ajo+cebolta (1:1) 49.6 nl/mi

Tiempo en horas

8 5
5
£ £ ¢
g * g,
-
©
8 3 é
é g2 y = -0.0003x" + 0.01%" + 0.1157x - 0.2074
2 y =-0.0008x" + 0.024x" - 0.0069x - 0.0605 E R’=0.9514
5 : R? = 0.9925 < 1
o ; . [
0 10 20 30 0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo en horas Tiempo en horas
Pseudomonas fragi en presencia de aceite esencial Pseud fragi en p ia de aceite esencial
de ajo+cebolla (1:1) 0.39 xl/mi de ajo+cebolia (1:1) 196 pl/mi
61 54 e A
51 e 4
E [
g 3
e a1
2 o 31
w [}
. -—
g 37 2 .
: £
§ 2 g y =-0.0003x + 0.0088x + 0.0046x - 0.1724
< 14 R?=0.9838
14 y=-0.0005¢" + 0.0233%" - 0.0250x - 0.0535
R*=0.9911
o ) 0+ + t |
o 10 20 30 0 H 10 15 20 25 30 35
Tiempo en horas Tiempo en Horas
Pseudomonas fragi en p ia de aceite ial de Pseudomonas fragi Blanco
ajo+cebolia (1:1) 3.9 ul/iml
8T 6
51 - 5
3 E
g 41 8 .
L3 L]
g 34 3 3
c
L3
£ 2] y = -0.0006x" + 0.0256x" - 0.0452x - 0.0681 £ 2
3 £ i = -0.0004x° + 0.0154x* + 0.0562x - 0.0561
3 R*=0.9688 -
14 1 R?=0.9777
[ 0 &
0 5 10 15 20 25 30 35 ° 10 20 30

Tiem po en horas




ACEITES ESENCIALES DE AJO Y CEBOLLA, EFECTO BACTERIOSTATICO, CARACTERIZACION QUIMICA Y ANALISIS SENSORIAL

107

Figura 29. Curvas de crecimiento de Pseudomonas fragi (continuacion)
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Figura 29. Curvas ajustadas de crecimiento de Pseudomonas fragi (continuacion)

Pseudomonas fragi en presencia
de aceite esencial de cebolla

Absorbancia a 560 nm

¥ = -0.0003x° + 0.0088x% + 0.1538x - 0.2385

T
sum——=Poly. (0.39 microlitrosi/iml)
6 +
=P oly. (0.039 microlitrosl/mi)
£ 5S¢
=
§ 4 w———Pgly. (3.9 microlitrosl/m)
p4 s
K]
g o
,g 34 semewnsPaly. (49.6 micralitrosi/ml)
< , |
ammm—mpPoly. (196 microlitrosymi)
1 +
———Poly. (Blanco)
0 + + t + t —— —
0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo en horas
Pseu fragl en p ia de acelte esencial Pseudomonas frag/ en presencia de aceite
de cebolla 6.039 .l/mi esencial de cebolla 49.6 nliml
61 * 5
5+ E 41
sl g
% 34
: §

+ y = -0.0004x" + 0.0158x" + 0.1111x - 0,2837

R=0.9862

10 20 30

Tiempo en horas

P
R?=0.9743 4 R?=0.9728
14
0 +andf + 0 5 10 15 20 25 30 35
[ 5 10 15 20 25 30 35 Tiempo en Horas
Tiempo en horas
P de fragi en p ia de aceite P d fragi en p ia de aceite
esencial de cebolla 0.39 pi/m! esencial de cebolia 196 pi/ml
7 .
6
E s E
2 8
. 4 « T
é 3 |
3 2 y =-0.0003x° + 0.0124x° + 0.1167x - 0.2542

y =-0.0003x" + 0.01x% + 0.1198x - 0.2196
R?=0.9751

10 20 30 40

Tiempo en horas

Absorbancia a 560 nm

Pseudomonas fragi en presencia de aceite
esencial de cebolia 3.9 plimt

y = -0.0004x + 0.014x7 + 0.0985x - 0.1494
R?=0.9812

5 10 15 20 25 30 35
Tiempo en horas

Absorbancia a 560 nm

Pseudomonas fragi Blanco

"
m

y = -0.00031C + 0.0014x + 0.0863x - 0.0701
> R? = 0.9589

10 20 30
Tiempo en horas
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Tabla 22, Ecuaciones de cada curva de crecimiento de Pseudomonas fragi, punto
tedrico méaximo, area bajo la curva a 24 horas y porcentaje de inhibicion
tomando como referencia el nimero menor (ajo a 196 pl/ml).

, zomconr | cea ane | % de
NIVEL | ECUACION (coeficiente de correlacién) | Assoreascin | ALL ™ | inhibicion
AJO

0.039 y =-0.0007x" +0.0291x’ - 0.0745x + 0.0501; R’ = 0.9858 | (26.36, 5.48) 61.17 29.03
0.39 y =-0.0005x + 0.0227¢* - 0.0111x- 0.0126; R*=0.9876 | (30.02, 6.58) 59.63 27.20
3.96 y =-0.0005x + 0.0207x*- 0.0246x - 0.0412; R>=0.987 (26.99, 4.54) 45.8 5.28
49.6 y =-0.0003x + 0.0094x% + 0.1105x - 0.1826, R = 0.9667 | (25.67, 3.77) 45.87 5.36
196 y =-0.0003x + 0.0085x” + 0.1166x - 0.1898; R*=0.9631 | (24.23, 3.35) 4331 0

BLANCO | y=-0.0004x +0.0155x” + 0.0545x - 0.0478; R’=0.9791 | (27.48, 4.85) 52.79 17.76
AJO + CEBOLLA (2:1)

0.039 y =-0.0006x +0.0235x* + 0.0046x - 0.1234; R?=0.9622 | (26.01, 5.09) 56.88 23.68
0.39 y =-0.0005% +0.0207x* + 0.0052x - 0.0447, R7=0.9876 | (27.47, 5.06) 54.33 20.09
3.96 y =-0.0004x” +0.0186x* + 0.0075x - 0.1522; R”*=0.9759 | (31.20, 6.03) 51.03 14.93
49.6 y =-0.0003x’ + 0.0123x* + 0.0785x - 0.1506; R*=0.974 (30.21, 5.17) 50.7 14.37

196 y =-0.0003x + 0.0125x" + 0.0578x - 0.0089; R* = 0.9743 (29.92, 4.87) 49.14 11.66
BLANCO | y=-0.0004x3 + 0.0171x" + 0.0447x - 0.0457;R* = 0.9659 | (29.75, 5.88) 57.39 2435
AJO + CEBOLLA (1:1)

0.039 y =-0.0006x + 0.024x* - 0.0069x - 0.0605;, R*=0.9925 | (26.52, 5.44) 57.38 24.34
0.39 y =-0.0004x + 0.0178x" + 0.0527x - 0.1284; R*= 0.9884 (28.10, 3.57) 60.94 28.76
3.96 y =-0.0006x" +0.0256x* - 0.0452x - 0.0681; R*=0.9688 | (27.53, 5.57) 53.54 18.92
49.6 y =-0.0004x° + 0.0181x* + 0.0249x - 0.0743; R?=0.9882 | (25.32,4.89) 50.61 14.22

196 y = -0.0003x" + 0.0098x" + 0.0945x - 0.1724; R*=0.9838 | (25.84,3.63) 4335 0.13
BLANCO | y=-0.0004x +0.0154x" + 0.0562x - 0.0561; R =0.9777 | (27.37, 4.31) 52.62 17.50
AJO + CEBOLLA (1:2)

0.039 y = -0.0005x° +0.0195x> + 0.0421x - 0.1488; R?=0.9767 | (27.03, 5.36) 56.93 23.74
0.39 y =-0.0004x° + 0.0178x" + 0.0527x - 0.1284, R”* = 0.9884 | (31.07, 6.69) 60.94 28.76
3.96 y =-0.0004x" + 0.0141x* + 0.084x - 0.158, R*=0.9807 | (24.61, 4.16) 52.19 16.82
49.6 y =-0.0002x +0.0077x” + 0.1257x - 0.2816, R"=0.9609 | (32.17, 5.07) 48.33 10.18

196 y = -0.0002x + 0.005x" + 0.1614x - 0.2645, R*=0.9689 | (26.73, 3.80) 46.58 6.80
BLANCO | y=-0.0003x" +0.0082x" +0.1765x - 0.131; R*=0.9659 | (25.81, 4.723) 60.59 28.35
CEBOLLA

0.039 y =-0.0004x° + 0.0158x*+ 0.1111x - 0.2837, R®=0.9743 [ (29.47, 6.47) 64.81 33.01
0.39 y =-0.0003x" + 0.0124x* + 0.1167x - 0.2542; R* = 0.9862 | (31.65, 6.34) 59.76 27.35
3.96 y =-0.0004x" + 0.014x" + 0.0985x - 0.1494; R*=09812 | (26.43, 4.84) 56.11 22.63
49.6 y =-0.0003x> + 0.0086x” + 0.1538x - 0.2385;R2 = 0.9728 | (25.74, 4.39) 53.31 18.57

196 y =-0.0003x” + 0.01x” + 0.1198x - 0.2196; RZ=0.9751 (27.12, 4.40) 50.42 13.90
BLANCO | y=-0.0003x" +0.014x* + 0.0663x - 0.0701; R* = 0.95.89 (33.32, 6.58) 57.04 23.89
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Koningsberg (1992) indicé que un inhibidor es una molécula que interviene
directamente sobre alguna parte de la cadena oxidativa mitocondrial en dos mecanismos,
el primero; puede ser uniéndose a alguna subunidad especifica o algin grupo prostético,
el segundo puede ser compitiendo con los donadores y aceptores naturales por los sitios
especificos de oxido-reduccion. Para el caso especifico de las sustancias encontradas en
los aceites esenciales es imposible determinar cual o cuales son las que tienen el mayor
efecto en los mecanismos propuestos, aunque se atribuye a la alicina su maximo efecto
(Feldberg y col. 1988), pero si es un hecho que los resultados indican que con el aceite
esencial de ajo se logra mayor inhibicién del crecimiento celular y como consecuencia
una disminucién en los sistemas metabdlicos celulares y enzimaticos recopilados en la
Tabla 6 de la presente tesis, aunque hay bacterias resistentes segan un reporte de Kyung y
col. (1996). Hay varios mecanismos de accion de los compuestos azufrados de ajos y
cebollas que incluyen entre otros, la alteracion de los puentes disulfuro en proteinas, la
modificacion del potencial redox en la cadena del flujo de electrones, alteracion de la
permeabilidad celular, accion sobre la acetil Co-A, alteracion del potencial de oxidacion

de la glutation reductasa.

V.3.3. Alteracion del puente disulfuro -S-S- (-SH)

La inhibicion enzimatica puede
ser el resultado de la reaccion de los
grupos sulfihidrilo de las estructuras
terciarias (Figura 30), también los
compuestos azufrados de los aceites

esenciales pueden causar efectos

estéricos o desnaturalizacién de

Figura. 30. Un posible mecanismo de intercambio de .
grupos tiol- o intercambio de disulfuro es el catalizado por proteinas incluidas las enzimas, segin
la glutation reductasa. La cinta purpura representa el
esqueleto polipeptidico de una proteina. El ataque del grupo
tiol o mercapto puede ser ionizad fi i

pto p zado en forma de tiolato. Maarse (1991).

el mecanismo de accién recopilado por
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V.3.4. Modificacién del potencial redox en la cadena del flujo de electrones

Se conoce que los electrones libres de los compuestos azufrados presentes en los
aceites esenciales pueden modificar el balance de 6xido reduccion en la cadena del
transporte de electrones, que es el mecanismo mas eficiente de produccion de ATP a

nivel celular (Figura 31).

Complex 1 Complex 11 Complex IV

Intermembrane ot
space

i :

Inner mitochondrial
membrane

Matrix
NADH + H*

503 + 207 HO

NaD*

Figura 31. Diagrama de la cadena del transporte de electrones mitocondriales, indicando la ruta de la
transferencia (negro) y la bomba de protones (rojo). Los electrones son transferidos entre los Complejos I y III
por la coenzima Q, soluble en la membrana; y el Complejo IIT y IV por el citocromo C entre la membrana y la
proteina periférica. El complejo II (no se muestra) transfiere los electrones del succinato hasta CoQ. Muchas de
las proteinas contenidas en el interior de la membrama mitocondrial estin organizadas en cuatro complejos
respiratorios de la cadena de transporte de electrones. Cada complejo consta de varios componentes protéicos que
estan asociados con una variedad de grupos prostéticos, los cuales incrementan gradualmente los potenciales de
reduccion. Los complejos son moviles entre el interior de la membrana mitocondrial no aparecen como estructuras
rigidas o estables (Voet y Voet, 1995; Koningsberg, 1992).

El lugar donde se genera la mayor cantidad de energia a nivel celular es en la
membrana mitocondrial en las células eucariéticas y en el mitocondrion en las células
procarioticas; este proceso es la transferencia de energia libre en forma de electrones
desde el NADH y FADH, hasta O, via los centros redox ligados a las proteinas
acopladas en la sintesis de ATP y son los complejos FeS.

La inhibicion del metabolismo en este nivel, tiene como fundamento propuesto,

la modificacion del agrupamiento Fe-S de la cadena del tranporte de electrones en donde
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Figura 32. Citocromo C. Participa en el
transporte de electrones del proceso de
obtencion de energia desde el alimento
hasta el oxigeno. El interior de cada
proteina es un grupo prostético llamado
grupo hemo, de color naranja en la
ilustracion. Alterna entre los estados
oxidados y reducidos de hierro y azufre, en
contra de la pérdida de electrones que
pasan a lo largo de la cadena del transporte
de electrones.

son transferidos los electrones de la coenzima Q al citocromo
C. Puede actuar posiblemente el inhibidor alterando la
estructura de las cisteinas con el hierro. Se conocen tres
grupos prostéticos como complejos hierro-azufre en las
proteinas (no incluye al grupo hemo). Los dos tipos mas
comunes son los designados agrupamientos [2Fe-2S] y [4Fe-4S]
en donde estan coordinados los atomos de hierro a cuatro
grupos sulfhidrilo de residuos del amino acido cisteina (Cys).

En las bacterias se encuentra el complejo del tipo
[Fe-S], de forma general los estados oxidados y reducidos de
todos los complejos hierro-azufre difieren por una carga
formal sin considerar el niimero de dtomos de hierro. Esto
porque los atomos en cada agrupacion, forman un sistema
conjugado y pueden tener valores de los estados de oxidacion

caracteristicos de sus iones ferroso +2 y férrico +3.

V.3.5. Alteracion de la permeabilidad celular, accion sobre la acetil Co-A

Focke y col. (1990), reportaron la inhibicion de la acetil-Co A sintetasa en

plantas, levaduras y mamiferos, asi como el sistema formador de acetil-CoA bacteriano,
acetato-cinasa y fosfotransacetilasa mediante el uso de principios azufrados a partir de
ajo. Dos afios antes, Mahmoud y Ghannoum (1988) reportaron que ¢l enlace de la alicina
a las enzimas es no covalente y es reversible. Estos autores y también Adetumbi (1986),
encontraron que se alteran algunas enzimas vinculadas con la sintesis de acidos grasos.
Ellos estudiaron el mecanismo de accion del extracto acuoso de ajo sobre Candida
albicans (Fotografia 21), (Ghannoum, 1988; Prashad y Sharma, 1980; Barone, 1977).

El tratamiento con el extracto afecto la estructura y la integridad de la superficie
exterior de las células a nivel de membrana. En los reportes, Adetumbi (1986), indica

también, que la presencia del extracto acuoso de ajo afecta los lipidos
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polares y no polares asi como los acidos grasos, al disminuir ¢l contenido total, debido

a la inactivacion de algunas enzimas involucradas en las reacciones de sintesis.

Foto 21. Microscopia de barrido electronico de C. albicans KCCC 14172 crecida en medio de cultivo con
agitacion a 37 °C. (a) en ausencia de extracto acuoso de ajo (EAA); son células elongadas o esféricas, (b) en
presencia de (EAA) se tienen células deformadas y distorcionadas y en algunos casos colapsadas; como lo
indica la flecha; CD sefiala los restos citoplasmicos y la barra (parte inferior de a) es de 4 u m. (Mahmoud y
Ghannoum, 1988)

Las levaduras que crecieron en presencia de ajo presentaron mayores niveles de
fosfatidil serinas y disminuyeron los niveles de fosfatidil colinas; en adicion a los
esteroles libres y esterol ésteres. Candida albicans acumulé esteril glicosidos
esterificados; la concentracion de acido palmitico (16:0) y acido oleico (18:1) se
increment6; sin embargo las concentraciones de acido linoléico (18:2) y acido
linolénico (18:3) disminuyeron en la principal ruta biosintética para las fosfatidilcolinas;
que comienza con la formacion de fosfatidilserinas de CDP-diacilglicerol y serina en la
B—oxidacién de los lipidos, utilizados en los constituyentes de las membranas celulares
(Voet y Voet, 1995; Weete, 1980). La acumulacion de fosfatidil serinas sugiere que los
compuestos azufrados del ajo interfieren con las enzimas que catalizan la ruta. Células de
C. albicans crecidas en medio que contiene extracto acuoso de ajo (EAA), acumularon
proporciones bajas de acido palmitico y de acido linoléico y apenas detectables en menos
de 1 ppb de 4cido oléico; con lo que se puede suponer que el efecto del bloqueo de los
extractos de ajo sobre la biosintesis de lipidos involucra la génesis de acidos grasos

insaturados.
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A nivel de la acetil Co-A, que es el producto comin de la oxidacion de dcidos
grasos, aminoacidos y carbohidratos en el ciclo de Krebs en procariotes y eucariotes. El
grupo acetil de la acetil Co-A estd enlazado a un tioester para aportar la porcion azufrada
del grupo B-mercaptoetil-amina. La Co-A, por lo tanto, funciona como un acarreador de
acetil y otros gmpos acil. La acetil Co-A se forma en cinco pasos en el cual el complejo
multienzimatico piruvato deshidrogenasa los cataliza con una reaccion estequiométric_a

geheral de:

Piruvato + Co-A + NAD' —— acetil Co-A + CO, + NADH

La coenzima Co-A y los grupos
prostéticos requeridos para esta reaccion
son pirofosfato de tiamina (Figura 33),
FAD, NAD® y lipoamida. El anillo de

tiazolidina se identificé y caracterizo en el
aceite esencial de cebolla con tiempo de

retencion de 8.13 min.

Figura 33 . Pirofosfato de tiamina

La sintesis de acidos grasos se
genera a partir de la acetil Co-A y si ésta no se encuentra disponible, no hay reacciones
de sintesis de otros lipidos como el colesterol que a nivel de membrana celular es un
constituyente y a nivel de hormonas es un precursor (Bryan y col. 1978; Augusti y
Mathew, 1975; Augusti y Mathew, 1974).

V.3.6. Alteracion del potencial de oxidacion de la glutation reductasa

El glutation GSH (Figura 34), es un
tripeptido con un enlace y-amida, participa en una
variedad de procesos de detoxificacién, transporte

y metabélicos como se ilustra de manera general

en la Figura 35. (Voet y Voet, 1995; Davison,

1993; Zollner, 1993).
Figura 34. GSH; y-glutamil-cisteinil-glicina, glutation
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5 SH
Protein~ | Protein
S SH
R,0, 2ROH
}K
. . . ) 2G SH G SsSG
Figura 35. Algunas reacciones que involucran a la glutation: (1)
detoxificacion con la glutation peroxidasa (2) regeneracion de
GSH a partir de GSSG por la glutation reductasa, (3) 4 2
modulacion de la tiol transferasa; encargada del balance disulfuro N +
de las proteinas y (4) biosintesis de leucotrienos mediante la ADP" NADPH
glutation -S-transferasa. Leukotrienes

V.3.7. Alteracion de la transferencia de electrones durante la sintesis del

material genético para la division celular

Trabajos publicados han encontrado que los compuestos azufrados bloquean la

sintesis de constituyentes celulares a nivel de DNA, RNA o ribosomas al actuar en la

biosintesis de las enzimas o inhibiendo directamente la enzima a nivel de su sitio activo.

Indican los reportes que también se afecta la sintesis de RNA. De igual forma, hay

estudios que vinculan a los compuestos azufrados de las especies de Allium con la

inhibicion de la sintesis de selenio-
proteinas vinculadas en la expansion del
codigo genético y  enfermedades
relacionadas con la deficiencia de selenio
y su bioquimica ya que es un oligo
elemento basico que participa en la
actividad enzimatica, Figura 36 (Ip y col.,
1992; Bock. y col., 1993; Stadtman, 1990,
Felberg y col. 1988).

NADPH FAD ST S8 SH SH , NDP
et ek -
X X Sy XSH SH'X g
FADH,” N . ‘ L 4NDP

NADP* ed R,

Thioredoxin reductase Thioredoxin ~ Ribonucteotide
reguctase

Figura 36. Ruta de la transferencia de electrones para la reduccion
del NDP (Nucleosido de di fosfato) que participa en la formacion de
desoxiribonucleétidos. El NADPH proporciona equivalentes
reductores en el proceso entre los intermediarios de la tioredoxina
reductasa, tiorredoxina, y reductasa ribonucleétido.



1 1 6 ACEITES ESENCIALES DE AJO Y CEBOLLA, EFECTO BACTERIOSTATICO, CARACTERIZACION QUIMICA Y ANALISIS SENSORIAL

V.4. Analisis sensorial

Los resultados obtenidos por sesion se anotaron en la hoja maestra (Figura 37) y
después fueron vaciados a la planilla de control en donde se registré toda la informacion
que se compard con las tablas estadisticas para las pruebas triangulares de acuerdo a lo
reportado por Wittig (1990). Indican los datos, segun lo describen los jueces en sus
comentarios que la formulacion que mas gusté en la evaluacion fue la que contiene las
proporciones de ajo y cebolla (1:2) a un nivel de concentracion de 196 ul (de
aceites)/gramo de pasta (Tabla 23). Por el nimero de aciertos en los los dos parametros
evaluados, como fueron el aroma y el sabor, se mejoran estos atributos sensoriales cuando
se adicionaron los aceites esenciales como sazonadores. Otra observacion fue que a
concentraciones de 196 ul/gramo de pasta no se puede diferenciar entre los otros
tratamientos cual o cuales combinaciones son predominantes y en algunas evaluaciones
estas son confundidas entre si. La combinacion de ajo+cebolla en proporcion de 2:1 fue la
que menos aciertos presentd, aunque en general todos los tratamientos en el nivel de
mayor concentracion fueron diferenciados respecto del blanco. Aunque en el caso de los

chorizos sazonados solamente con cebolla fueron desagradables.
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Tabla 23.
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Evaluacion sensorial y la comparacion de tratamientos de acuerdo
con las pruebas de significancia por el método triangular para cada

tratamiento

SIGNIFICANCIA PARA LA PRUEBA TRIANGULAR (P =1/3)

JUICIOS PARA CADA MUESTRA
(GRUPO*JUECES)

2*6

MINIMO DE JUICIOS CORRECTOS PARA ESTABLECER
DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

12

CORRECTOS

OLOR

SABOR

P=0.05 (8)
OLOR SABOR

P=0.01 (9)
OLOR SABOR

P=0.001 (10)
OLOR SABOR

AJO+CEB (1:1) *

9

11

X

AJO *

10

10

b B

AJO+CEB (2:1) *

8

9

AJO+CEB (1:2) *

12

12

CEB *

11

10

AJO *+

10

10

AJO+CEB (1:1) **

10

10

bl Bl Bl Bl B Bl Bt

L P ol P el I P

AJO+CEB (1:2) **

10

8

CEB**

9

9

LN el e Eod Fal Ead B Ead

AJO+CEB (2:1) **

9

9

TOTAL

98

96

bl B tad B Ead Eed Ead B
b B B b B B B0 B e e £

LBt K

b
e

Intervalo seleccionado

100
200

P -3
85

g o PR P P Y B B P O P

* 196 pl de aceite(s)/gramo de pasta

k& 49.6 pl de aceite(s)/gramo de pasta

Los aciertos son suficientes para satisfacer el intervalo de confianza
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. No de Juez: 4 .
SET: L. Nombre: Mayela de Ia Pefia
Meétodo: Triangular Fecha: 060798
Producto: Chorizo tipo espaitol Hora: \R-o0©

De Ia presente evaluacién sensorial de aroma y sabor en chorizo tipo espaiiol,
dos de las muestras son iguales entre si. Por favor juzgue, primero, e aroma de cada
muestra y encierre en un circulo e niimero que considere diferente. Luego, juzgue el
sabor dando 15 masticadas a cads muestra y enclerre la que aprecie sea diferente.

Mouchas gracias
AROMA
CLAVES ANOTE EN QUE RESIDE LA DIFERENCIA
b ¥ serfZRD was2 O30 —haade rencs o cutoble

D) ‘/Setz‘(-iq—— @3_3.9_ AU daovrod n
$J/se¢3:5.£ﬁ ';;3 ”-“*!:e!’ﬂn: nnm-& li:uq.;-,
($209)

Nise dul. on o alor o 240 (munoe eone

04 suflO) TIOR3 ot ndy iy pomiads

SABOR ceholla
Q < @ VEZE ; ANOTIIN;UIRES[DELADIFE“NCIA N
Set 1: 0032 YA perecs Ao
0o < Set2: £s92 mote. wn poto mgy Aedde %&“dk

"f~sa3 Sod3 (B23) 11b0 ynpuer _Masoc Soboc
Q /Set4' C4o0l --yL d&‘: + on g cgggr\\dg a- 6310.04,

2, /SetZOZS L3 f, ‘:ﬂjig man_Hedgw

Figura 37. Hoja maestra de evaluacion para cada juez en la que se anotaron los comentarios realizados en los

grupos de muestras evaluadas
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ACEITES ESENCIALES DE AJO Y CEBOLLA ,EFECTO BACTEROSTATICO, CARACTERIZACION QUIMICA Y ANALISIS SENSORIAL. 1 2 3

La sociedad nunca avanza. Retrocede en un sitio con la
misma rapidez con la que se adelanta en otro. Sufre cambios
continuos; es barbara, civilizada, cristiana, rica, cientifica;
pero... por cualquier cosa que se recibe, algo se paga.
RALPH WALDO EMERSON,

“Self-Reliance”, en Essays: First Series, 1841

CONCLUSIONES
VI1.1. Extraccion

Con el método de extraccion de aceites esenciales por arrastre de vapor en
condiciones de vacio estandar se obtuvieron sustancias puras. Las temperaturas de
ebullicion finales para ajo y cebolla fueron de 76 °C y 73 °C respectivamente y 4

horas de proceso total de destilacion en promedio

Se aumento el rendimiento en 42 % y 35 % para cebolla y ajo respecto del

reportado bibliograficamente.
VL2. Caracterizacion

Se identificaron 10 compuestos azufrados en ajos, en cebollas 20 y los dos mds

abundantes son aldehidos.
VL.2.1. Anilisis cromatograficos
Los compuestos caracterizados en ajo en su totalidad son alifticos.

La alicina o dialil disulfuro es el compuesto mas abundante en ajo.
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6) La abundancia relativa de los compuestos con un atomo de azufre, en ajos,
suman alrededor de 2.8 %, los disulfuros suman alrededor del 48.29 % y los

trisulfuros 39.35 %.

7) En cebolla, los aldehidos tienen abundancia relativa de 27 % para el propanal

y el 2-pentenal, 2-metil(2-etil-t-butanal) 13.8%.

8) Los compuestos monoazufrados en cebollas suman 20.33 % de abundancia

relativa, los disulfuros tienen 10.82 %, los trisulfuros 47.23 %.

9) Nueve compuestos de las cebollas son ciclicos y dos presentan nitréogeno y

azufre.

10)  Ajosy cebollas tienen tres compuestos comunes, el dimetil disulfuro, 2-

propenil propil disulfuro y el dimetil trisulfuro.
VL2.2. Quimica con el reactivo de Ellman

11)  La determinacion de grupos sulthidrilos indica que el aceite esencial de ajo tiene

25 % mas que los detectados en cebolla.

12)  Ladeteccion de grupos sulthidrilo disminuy6 en la manera que aumento el

contenido de aceite esencial de cebolla.
V1.3. Bioensayos.

13)  Los aceites esenciales de ajo y cebollas son inhibidores del crecimiento de
Lactobacillus pentosus y Pseudomonas fragi, segiin la concentracion. Ya que los
compuestos azufrados a mayor concentracion modifican el potencial de 6xido-

reduccion y posiblemente modifiquen las estructuras terciarias de las proteinas.

14)  En niveles por abajo de 0.39 ul/ml de los aceites, se favorece el desarrollo
celular. Posiblemente porque los compuestos son incorporados al metabolismo

celular y favorecen su desarrollo.
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15)  El aceite esencial de ajo presenta el mayor efecto inhibitorio que la cebolla y que
sus combinaciones, tal vez se deba a que la totalidad de los compuestos volatiles

de ajos son azufrados, en cebollas el 40 % son aldehidos que no contienen azufre.

16)  Posiblemente son los compuestos azufrados y no los aldehidos los que

presentan la actividad antimicrobiana.

17)  Con la metodologia realizada, no es posible saber cual o cuales de los compuestos

presentan la actividad antimicrobiana.
18)  La mezcla de los aceites no supera la inhibicion del aceite esencial de ajo.
VI.4. Evaluacion sensorial

19)  Se mejoran los atributos sensoriales del producto carnico cuando se utilizan
aceites esenciales de ajo y cebolla en 196 pl/ml como sazonadores en proporcion

de (1:2).

20)  Laformulacion de aceite esencial de cebolla por si sola es desagradable.
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Hace falta valor para temer.
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