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RESUMEN

El ajo Allium sativum L., es una de las principales hortalizas que se consumen a nivel
mundial debido a sus diversas propiedades nutricionales que ofrecen grandes
beneficios al consumidor; dentro de sus compuestos destaca el contenido de alicina,
la cual es responsable del sabor pungente caracteristico y es también responsable
de que el consumo en fresco sea bajo. Actualmente se ha desarrollado ajo negro, un
producto derivado de la exposicion del ajo fresco a condiciones de temperatura entre
50 y 90 °C por tiempos que pueden variar de 30 a 90 dias; en este ‘periodo de
almacenamiento se despolimerizan los fructanos (carbohidratos de reserva del ajo)
dando como producto moléculas de fructosa libres que promueven la reaccion de
Maillard (RM). La caracteristica principal del ajo negro es el desarrollo de color negro,
ademas de que presenta una textura suave y es de sabor dulce. Para acelerar el
proceso de obtencion de ajo negro, se evallo la aplicacion de sonicaciébn como
pretratamiento para propiciar la hidrélisis de los fructanos debido al fenbmeno de
cavitacion provocado por la propagacion de las ondas ultrasénicas aplicadas. Se
evaluaron diferentes condiciones de tiempo y humedad relativa (HR) en el
almacenamiento a 70 °C. Se logr6 obtener ajo negro en 16 dias aplicando sonicacion
por 15 min a 40 kHz y almacenando el ajo sonicado a 70 °C por 4 dias a una HR de
95% seguido de 12 dias a HR de 75%. EIl producto obtenido con pretratamiento de
sonicacién tuvo un sabor mas dulce que un producto comercial debido a su mayor
contenido en azucares reductores (AR)y sélidos solubles totales (°Bx), y dicho sabor
dulce no se vio influenciado por el bajo pH y mayor % de acidez titulable encontrado;
ademas, la apariencia fue mejor debido a que su cascara era mas clara (lo que se
evidencio con el menor valor de AE). Las caracteristicas anteriormente mencionadas
permitieron que el producto tuviera mejor aceptacion en el analisis sensorial y fuera
preferido por el consumidor por encima de un producto comercial. No se detecto
presencia de microorganismos (Salmonella, E.coli y coliformes) ni en el ajo negro
producido con pretratamiento de sonicacion ni en el ajo negro comercial. En los
analisis bromatoldgicos, a excepcion de los contenidos de lipidos y de proteina, hubo
diferencias entre el ajo negro obtenido con uso de pretratamiento de sonicacion y el
comercial; el valor de cenizas y sodio fueron mayores en los ajos negros obtenidos
con uso de sonicacién, mientras que la humedad y la vitamina C fueron menores. La
sonicacién permite disminuir el tiempo de obtencién de ajo negro logrando una
calidad similar a un ajo negro comercial.



1. ANTECEDENTES
1.1 Generalidades del ajo

El ajo, Allium sativum L., es una de las 20 principales hortalizas a nivel mundial; por
su aroma y sabor caracteristico ha sido utilizado como alimento y como especie
culinaria por muchas culturas en la cocina y para diferentes propdésitos medicinales
(Denre y col., 2014). El ajo ha sido usado medicinalmente por miles de afios a través
del mundo por varias razones, incluso en antiguos escritos de la india hacen
referencia a efectos positivos contra enfermedades del corazon. Diferentes estudios
han reportado que el consumo de ajo presenta efectos positivos a la salud,
particularmente debido a su poder antioxidante, antimicrobiano, anticancerigeno, en
la disminucién de la hipertensién, de la hipercolesterolemia; ademas del efecto
hepatoprotector y en la disminucién del riesgo de enfermedades cardiovasculares,
entre otras (Zeng y col.,, 2013). Sus propiedades bioldgicas son relacionadas
principalmente a su contenido de polifenoles, destacando los flavonoides vy

compuestos bioactivos azufrados (Florencia, 2011).

1.1.1 Impacto econdémico (nacional e internacional)

El ajo, Allium sativum L., es originario de Asia Central, especificamente de la India;
se extendié en tiempos prehistoricos por toda la regién del Mediterraneo, de donde
fue traido hace 500 aflos a América (Cuba). Esta hortaliza ha formado parte de la
historia del hombre desde épocas remotas, tanto por su consumo en diversos platillos
(fresco © deshidratado), como por sus atributos historicos divinos, misticos, de
prevencion de enfermedades y recuperacion de vigor y fuerza. Ocupa el segundo
lugar en importancia a nivel mundial dentro de las especies del género Allium
después de la cebolla (Allium cepa L.) (Acosta y col., 2008; Virgili, 2017). El ajo se
cultiva en la mayoria de los paises, tanto en las zonas tropicales como en las
templadas. En Asia, se cultiva comercialmente en China, Indonesia, Pakistan,
Republica de Corea, Tailandia e India. EI comercio mundial de ajo estd dominado por
los paises en desarrollo y su participacién en el comercio ha crecido a expensas de

la de los paises desarrollados (Medina y Garcia, 2007).



A grandes rasgos, la producciéon mundial de ajo se concentra en el continente
asiatico, seguido por el continente europeo, después el continente americano y
finalmente el continente africano; por su parte Oceania no registré produccion (Figura
1). A nivel mundial, en 2019 se produjeron 30,708,243 toneladas de ajo. Los 10
principales paises productores fueron: China, India, Bangladesh, Republica de
Corea, Egipto, Espafia, Estados Unidos de América, Argelia, Uzbekistan y Ucrania.
México por su parte se encontré en el lugar 19 con 82,910 toneladas producidas
(FAOSTAT, 2019).
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Figura 1. Paises productores de ajo en 2019 y produccion registrada (FAOSTAT,
2019).



Con el paso de los afios, la produccion mundial de ajo ha aumentado (Figura 2)
(FAOSTAT, 2018). El ajo, Allium sativum L., es una hortaliza de gran importancia

econdmica en México.
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Figura 2. Produccion mundial de ajo, en el periodo 2000-2018 (FAOSTAT, 2018).

La figura 3 muestra la produccion de ajo en México en el periodo de 2010 a 2020, se
aprecia que a partir del afio 2015 hubo un aumento en la produccion de ajo a
excepcion del-afio 2019 donde hubo una disminucion de casi 12000 toneladas en
comparacién al afio previo. En 2020, los principales estados productores de ajo en
México fueron: Zacatecas (56.53%), Guanajuato (15.66%), Puebla (6.57%), Sonora
(4.97%), Aguascalientes (3.53%) y Nuevo Ledn (3.52%). Otros estados que también
produjeron este alimento fueron Baja California (2.28%), San Luis Potosi (1.92%),
Oaxaca (1.76%), Baja California Sur (0.8%), Hidalgo (0.78%), Querétaro (0.59%),
Chihuahua (0.39%)), Jalisco (0.33%), Tlaxcala (0.28%), entre otros (SIAP, 2020).
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Figura 3. Produccion de ajo en México, en el periodo 2010-2020 (SIAP, 2020).

1.1.2 Clasificacién taxondémica del ajo

El nombre cientifico del ajo es Allium Sativum L. El nombre de la subfamilia se deriva
del nombre genérico del género Allium, que incluye varias hortalizas importantes: A.
cepa (cebolla, echalote), A. sativum (ajo), A. ampeloprasum (ajo elefante o puerro de
cabeza grande), A.-.schoenoprasum (cebollin), A. fistulosum (cebolla cambray) y A.
tuberosum (cebollino chino) (Welbaum, 2015). La jerarquia que ha sido adoptada
para Allium sativum L. se encuentra detallada en el Cuadro 1. El género Allium

contiene mas de 300 especies de plantas, entre ellas se encuentra Allium sativum L.

(ajo).

Cuadro 1. Clasificacion taxondmica del ajo (Ravindran, 2017).

Reino Plantae
Subreino Viridiplantae
Infrareino Streptophyta




Cuadro 1 continuacion. Clasificacion taxondémica del ajo (Ravindran, 2017).

Superdivision Embryophyta
Division Tracheophyta
Subdivision Spermatophytina
Clase Magnoliopsida
Superorden Lilianae
Orden Asparagales
Familia Amaryllidaceae
Subfamilia Allioideae
Tribu Allieae
Género Allium
Especie sativum L.

1.1.3 Descripcion botanica

Es una planta perenne de unos 60 cm de altura, con hojas planas y delgadas de 1 a
2cm de ancho y hasta 30 cm de longitud que se alternan a medida que se
desprenden del tallo; éstas se vuelven marrones cerca del tiempo en que los bulbos
estan listos para la cosecha. La planta estd madura aproximadamente 40 semanas
después de la siembra. Las raices alcanzan facilmente profundidades de 50 cm o
mas. El bulbo, forma una cabeza dividida en gajos que comunmente son llamados
dientes. Cada cabeza puede contener de 6 a 12 dientes, cada uno de los cuales se
encuentra envuelto en una delgada capa de color blanco o rojizo. Cada uno de los
dientes puede dar origen a una nueva planta de ajo, ya que poseen en su base una
yema terminal que es capaz de germinar incluso sin necesidad de plantarse
previamente. Las flores son blancas, y en algunas especies el tallo también produce

pequefios bulbos (Watson y col., 2014; Garcia, 2017).



El bulbo de ajo comercial pesa tipicamente de 60 a 120 g. Las raices crecen
rapidamente alrededor del perimetro de la placa basal y preceden al desarrollo
posterior de las hojas. Las hojas surgen en una orientacion opuesta y alterna. Dado
gue la lamina de una hoja determinada emana de un amplio arco meristematico, las
bases de las hojas consecutivas se superponen ampliamente; esta superposicion de
las bases de las hojas da como resultado la produccion de un “pseudotallo™ que
consiste en vainas foliares muy apretadas que rodean las hojas jovenes. Porencima
del pseudotallo, las laminas de las hojas se extienden sin superponerse (Simon y
Jenderek, 2010).

El ajo es una planta de propagacion vegetativa obligada mediante bulbos, debido a
su incapacidad para producir flores fértiles y, por lo tanto, semilla de origen sexual
(Nieves y col., 2004).

1.1.4 Variedades

El ajo puede generalmente ser dividido en dos subespecies: ophioscorodon (de
cuello duro con vara floral) y sativum (de cuello blando o ajo “alcachofa”). El ajo de
cuello duro produce tallos de flores alargadas y bulbillos en la parte superior del tallo;
el ajo de cuello blando no produce bulbillos, excepto en momentos de estrés. El ajo
de cuello duro puede ser morado con rayas moradas o blancas y esta representado
por variedades como Roja, German Red (Roja Alemana), Valencia, Continental y el
Criollo; el ajo Criollo, una variedad tardia cubierta con una piel de color morado
oscuro es el tipo cultivado en México, América del Sur, y el Valle Imperial de
California. El ajo de cuello blando también se conoce como Silverskin, alcachofa, o
ajo italiano. Los tipos de cuello blando estan representados por las variedades
California de cosecha temprana y California de cosecha tardia. El ajo Silverskin se
caracteriza por ser una variedad con muchos o pocos dientes, y también puede ser

de color marron claro, blanco totalmente o con un tono morado (Ford y col., 2015).

A la subespecie sativum se le denomina popularmente como “soft-neck”, ya que su
tallo florece parcialmente o no lo hace, y por lo tanto presentan el “cuello blando facil

de trenzar” en el momento de la cosecha. Engloba a todos aquellos ecotipos de



abundante nimero de hojas fértiles y relativamente muchos bulbillos o “dientes”. Se
denominan variedades de “cuello duro” (hard-neck), a las que siempre tienen tallo
floral emergente y por lo tanto en el momento de la cosecha mantienen dicho cuello
duro. De manera general, se considera que los ajos se clasifican en las variedades:
morados, blancos, colorados y castafos, sean tanto ecotipos de “cuello duro” como
de “cuello blando” (Burba, 2008).

Figura 4. Ajo comercial a) tipo morado b) tipo blanco c) tipo colorado d) tipo castafio
(Burba, 2008).

Los ajos morados son poblaciones de plantas muy vigorosas, de cosecha temprana,
bulbos grandes, pigmentados con estrias moradas, globosos achatados, de escasa
conservacion, poco ajustados en el cuello y bulbillos o dientes de color castafio claro
(Figura 4a). Los ajos blancos son medianos a grandes, achatados, de color externo



blanco o blanco amarillento, con mediana cantidad de dientes (entre 8 y 14), de color
blanco, distribuidos en varias hojas fértiles (entre 3 y 5), de cosecha temprana o semi
temprana y en general de buena capacidad de conservacion (Figura 4b). Los ajos
colorados son de tamafio medianos a chicos, globosos a globosos achatados, de
color externo blanco o blanco amarillento (eventualmente con tintes violaceos), con
pocos dientes (entre 5y 14) de colores rosados, violaceos o parduscos y distribuidos
s6lo en 2 hojas fértiles, su sabor es picante y fuerte, son de cosecha semi tardia o
tardia, en general de muy buena capacidad de conservacion por lo que se destina a
exportacién, estos ajos se cultivan en clima templado y seco'y brindan un buen
rendimiento por hectarea (Figura 4c). Los ajos castafios presentan aroma y sabor
muy similar a los ajos silvestres, poseen pocos dientes grandes y pesados, de sabor
pungente pero de aroma muy suave, de facil remocién del bulbo, el color de los
dientes es de base marron o castafia aunque pueden mostrar tintes rojizos (Figura
4d) (Burba, 2008). En México se cultivan con fines comerciales dos tipos de ajos: los

morados y los blancos (Maldonado, 1999).

1.1.5 Composicién quimica del ajo

En el Cuadro 2 se muestranlos componentes del bulbo de ajo, los principales son
agua, carbohidratos y proteinas (USDA, 2018). En el ajo, el principal carbohidrato
encontrado son polimeros de fructosas (fructanos); por su parte el contenido de
proteina (las lectinas son las mas abundantes) es mayor que en otros vegetales, pero
su contenido de grasa es menor (Laray col., 2017).

Cuadro 2. Composicion nutrimental del ajo (por cada 100 g de producto) (USDA,

2018).
Componente Cantidad
Agua 58.580 g
Proteina 6.360 g
Lipidos totales (grasa) 0.500 g




Cuadro 2 continuacion. Composicion nutrimental del ajo (por cada 100 g de

producto) (USDA, 2018).

Componente Cantidad
Carbohidratos 33.060 g
Fibra 2.100 g
AzUcares simples 1.000 g
Calcio 181.000 mg
Hierro 1.700 mg
Magnesio 25.000 mg
Fosforo 153.000 mg
Potasio 401.000 mg
Sodio 17.000 mg
Zinc 1.160 mg
Vitamina C (&cido ascérbico) 31.200 mg
Tiamina 0.200 mg
Riboflavina 0.110 mg
Niacina 0.700 mg
Vitamina B6 1.235 mg
1.1.5.1 Fructanos

Los fructanos, junto con el almiddén y la sacarosa, son los carbohidratos de reserva
mas abundantes y metabolizables encontrados en la mayoria de las plantas. Los
fructanos son polimeros de fructosa que contienen de tres a cientos de residuos
unidos por enlace B-1,2 a un nucleo de sacarosa. Los fructanos ramificados tienen
ademas enlace B-2,6. De manera general, los fructanos se pueden agrupar en cinco

tipos principales: inulinas, levanas, graminados, neoseries de inulina y neoseries de
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levana (Figura 5), los cuales difieren en longitud (grado de polimerizacion),
ramificacion, tipo de union entre moléculas de fructosa adyacentes y la posicion de
los residuos de glucosa. La inulina es lineal y consiste en residuos de fructosa unidos
por enlace B-1,2 y a su vez unidos a un ndcleo de sacarosa; este tipo de fructanos
se encuentran en miembros de la familia Asterales; por ejemplo en la achicoria. Las
levanas se encuentran en pastos (Phleum pratense) y consisten en una cadena de
fructosa unidas por enlaces B-2,6. Por su parte, los fructanos graminados o mixtos
consisten en residuos de fructosa con enlaces B-2,6 y con ramificaciones -1,2 y se
encuentran en las gramineas como el trigo (Stick y Williams, 2009; Hossain y col.,
2019). Los fructanos del tipo neo-inulina son aquellos que contienen una glucosa
entre dos unidades de fructofuranosil con enlaces 3-2,1 y estan presentes en cebolla
y esparragos. Finalmente, los fructanos del tipo. neo-levanas estan formados por
residuos de fructosa unidos por enlaces B-2,1 y B-2,6 donde en cada extremo de una
molécula de sacarosa central hay un residuo de fructofuranosil (Sosa y Delgado,
2016; Tungland, 2018). Los fructanos se consideran azucares no reductores y son
solubles en agua, los fructanos con un grado de polimerizacion de 3 a 10 son
comunmente llamados fructooligosacaridos y los de alto grado de polimerizacién,
dependiendo de la fuente boténica, se consideran como inulinas o levanas (Van den,
2013; Carrillo-Navarrete, 2015).

En el caso particular de los bulbos de ajo, los fructanos se derivan de las neokestosas
y son cadenas de fructosas con un grado de polimerizacion de 58 (Figura 6)
(Baumgartner y col, 2000). Los enlaces de naturaleza B los hace resistentes a la
actividad de las enzimas digestivas humanas (Carrillo-Navarrete, 2015), pasando
directamente al colon donde son fermentados selectivamente por bifidobacterias y
lactobacilos inhibiendo el desarrollo de bacterias patégenas como Escherichia coli 'y
Clostridium perfringens. En el campo industrial se ha demostrado que los fructanos
de ajo son solubles en agua, tienen la capacidad de absorber y retener humedad, de
absorber aceite, formar espuma, por lo que pueden ser ampliamente utilizados en
bebidas, productos céarnicos, lacteos, y otros productos como los farmaceuticos

(Schaafsma y Slavin, 2015; Hernandez-Corona, 2018).
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Figura 5. Diferentes tipos de fructanos a) inulina, b) levana, c) graminados, d) neo-
inulina, e) neo-levana (Sosa y Delgado, 2016).
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Figura 6. Estructura del fructano de ajo; grado de polimerizacion =58 (n = 9)
(Baumgartner y col, 2000).

1.1.6 Productos derivados de ajo

El comercio de ajo se divide en tres grandes segmentos de productos; mercado
fresco, deshidratado y reserva de semillas; cada uno diferenciado por la forma en
gue se cultiva, se manipula y se utiliza. Aproximadamente una cuarta parte de todo
el ajo de los Estados Unidos se vende como producto fresco. El resto se vende como
varios productos, entre ellos deshidratados o se usan como semillas certificadas.
Mientras que las semillas y el ajo deshidratado son de cosecha mecanica, el ajo

fresco se cosecha a mano. El producto fresco se maneja con cuidado para preservar
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la apariencia (tamafio, clasificacién y almacenamiento), se envia y se vende de la
misma manera que los productos frescos. El ajo fresco se puede comercializar
durante 3 meses, desde que ha sido cosechado y almacenado en condiciones
estandar (20 - 30 °C, HR < 75%), o hasta 6 meses si se mantiene a temperatura fria
(-1 a 0 °C), incluso por un afio cuando los bulbos se encuentran almacenados en
atmosfera controlada (5 - 15% COz2) (Medina y Garcia, 2007).

1.2  Ajo negro
1.2.1 Definicién

El ajo negro es el producto obtenido del proceso de envejecimiento del ajo fresco en
condiciones de alta temperatura y alta humedad durante mas de un mes, sin usar
ningun aditivo artificial. Durante el proceso de calentamiento se propician la hidrélisis
de fructanos y la reaccion de Maillard que conducen a la formaciéon de compuestos
bioldgicos que no estan presentes originalmente en el ajo fresco. El producto final
desarrollado de esta manera es de color negro, con poco o nulo olor y sabor irritante
gue es reemplazado por un sabor dulce caracteristico y es facilmente comestible

debido a su consistencia suave (Figura 7) (Kim y col., 2013; Kimura y col., 2017;

Rios-Rios y col. 2018).
o - a)
q}' . ’

Figura 7. Ajo negro. a) Ajo durante el proceso de envejecimiento (de izquierda a
derecha). b) Dientes de ajo negro (Kimuray col., 2017).
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Esto se debe a varios cambios, entre ellos del compuesto alicina, que es responsable
del olor caracteristico del ajo fresco, en compuestos antioxidantes solubles en agua
como la S-alilcisteina, tetrahidro-B-carbolinas, alcaloides biologicamente activos y
compuestos similares a los flavonoides. La S-alilcisteina se forma por la degradacion
de la y-glutamilcisteina e inhibe el dafio oxidativo relacionado con el envejecimiento
y diversas enfermedades. Los derivados de tetrahidro-B-carbolina, que se han
identificado en extractos de ajo negro, también muestran efectos antioxidantes (Sook
y col., 2014).

1.2.2 Composicion del ajo negro

Varios estudios han reportado que los azucares solubles en agua, los aminoéacidos,
los polifenoles totales y los flavonoides aumentan o disminuyen durante el
procesamiento térmico del ajo fresco (Cuadro 3). Se ha reportado que tres de los
compuestos de Amadori y tres de Heyns aumentaron significativamente en el ajo
negro, hasta 40-100 veces mas que lo-encontrado en el ajo fresco. En contraste, a
través del proceso de almacenamiento para convertir el ajo fresco en ajo negro, la
cantidad de fructanos disminuy6: simultaneamente, debido a su hidrdlisis; y los
productos, fructosa y glucosa, reaccionan con algunos de los aminoacidos los cuales
participan en la reaccién de Maillard (RM) (Kimura y col., 2017; Rios-Rios y col.,
2018).

Cuadro 3. Comparacion entre los componentes de ajo negro y ajo fresco (Kimuray
col., 2017).

Componentes de ajo negro Concentracion

comparados con ajo fresco | original (ajo fresco)

AzUcares solubles en

Incrementan 1.88 - 7.91 veces 450.00 mg/g
agua
Polifenoles Incrementan 4.19 veces 13.91 mg GAE/g
Flavonoides Incrementan 4.77 veces 3.22 mg RE/g
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Cuadro 3 continuacion. Comparacion entre los componentes de ajo negro y ajo
fresco (Kimuray col., 2017).

Componentes de ajo negro Concentracion
comparados con ajo fresco | original (ajo fresco)
Compuestos de Incrementan 40.00 — 100.00 10.00 gl
Amadori y Heyns veces
Leucina Incrementa 1.06 veces 58.62:mg/100 g
Isoleucina Incrementa 1.67 veces 50.04'mg/100 g
Fenilalanina Incrementa 2.43 veces 55.64 mg/100 g
Fructanos Disminuyen 0.15 - 0.01 veces 580.00 mg/g
Cisteina Disminuye 0.58 veces 81.06 mg/100 g
Tirosina Disminuye 0.18 veces 449.95 mg/100 g

GAE=equivalentes de 4cido galico; RE=equivalentes de rutina.

1.2.3 Efecto del consumo de ajo negro en la salud humana

El ajo fresco se ha utilizado como medicina tradicional por la variedad de efectos
bioldgicos derivados de su consumo, entre ellos aumenta la resistencia fisica, ayuda
a la digestién y es usado como una alternativa para el tratamiento contra parasitos
intestinales; ademas ayuda en el tratamiento de enfermedades cardiacas, artritis y
fatiga (Sook y col., 2014). Numerosos estudios han demostrado que el ajo fresco
posee una amplia gama de compuestos bioactivos, que poseen a su vez propiedades
anti-oxidantes, anti-alérgicas, anti-diabéticas, anti-inflamatorias, anti-microbianas,
anti-cancerigenas, anti-hipertensivas, hipo-colesterolémicas, hipo-lipidémicas,
hepatoprotectoras e insecticidas (Rahman y Lowe, 2006). Diversos autores (Ichikawa
y col., 2002; Ichikawa y col., 2006; Lee y col., 2009; Kim y col., 2011b; Kim y col.,
2011c; Lee y col., 2011; Colin y col., 2012; Kim y col., 2012) han reportado que en el

ajo negro se conservan algunas de estas propiedades.
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Existen varios reportes acerca de los efectos biologicos de los compuestos bioactivos
gue tiene el ajo negro: anticancerigenos (Shiny col., 2010; Wang y col., 2012; Dong
y col., 2014), antidiabéticos y contra la obesidad (Seo y col., 2009; Park y col., 2011;
Kang y col., 2013; Jung y col., 2014), antialérgicos (Kim y col., 2012; Yoo y col.,
2014), hepatoprotectores (Shin y col., 2014), cardioprotectores (Garcia y col., 2016),
neuroprotectores (Aminuddin y col., 2015; Hermawati y col., 2015) y antitromboticos
(Yang, 2007; Jung y Sohn, 2014); en la revision realizada por Ryu y Kang (2017) de
igual manera se mencionan los efectos anteriores y ademas se hace especial énfasis

en su actividad anti-oxidante y anti-inflamatoria.

La actividad antioxidante es la propiedad mas relevante del-ajo negro. Diversos
estudios en células RAW?264.7 y en ratones han demostrado que los compuestos del
ajo negro presentan actividad antioxidante; el. piruvato es la principal molécula
antioxidante abundante en el ajo negro (Das, 2006; Gupta y col., 2012); sin embargo,
también se han encontrado otros antioxidantes representativos como son los fenoles,
flavonoides, tiosulfato, S-alilcisteina (SAC), S-alilmercaptocisteina (SAMC) derivados
de tetrahidrocarbolina, N-fructosil glutamato, N-fructosil arginina, alixina, selenio y N-
a-(1-desoxi-D-fructos-1-il)-L-arginina (Fru-Arg) (Imai y col., 1994; Ryu y col., 2001;
Banerjee y col., 2003; Ichikawa y col., 2006; Sato y col., 2006a; Sato y col., 2006b;
Choi y col., 2008; Shin y col., 2008a; Shin y col., 2008b; Lee y col., 2010; Cha y col.,
2012; Shin y col., 2014). Por su parte, los compuestos del ajo negro que muestran
efectos anti-inflamatorios son el piruvato (Jeong y col., 2016), 2-linoleoilglicerol (Kim
y col., 2017) y 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) (Kim y col., 2011a).

1.2.4 Reacciéon de Maillard

La RM es la reaccion quimica méas importante en el procesamiento del ajo negro, en
el que los azucares reductores (AR) y los aminoacidos son los principales sustratos
(Rios-Rios y col., 2018; Rios-Rios y col., 2019), esta reaccion fue reportada en 1912
por Louis-Camille Maillard. Se origina por la interaccién de los grupos amino de
aminas, aminoacidos y proteinas con el grupo carbonilo de AR, aldehidos y cetonas
(Barreiro y Sandoval, 2006).
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La RM puede ocurrir durante el calentamiento de un alimento que contiene azucares
reductores y proteinas, en cualquier etapa de su procesamiento o durante su
almacenamiento prolongado. Debido a la participacion de aminoacidos y azucares
reductores en esta reaccion, el valor nutricional del alimento se ve afectado. La
reaccion permite la condensacion entre grupos amino de los aminoécidos, péptidos
y proteinas con grupos carbonilos de los AR (reaccion carbonilamino) (Barreiro y
Sandoval, 2006), dando como resultado la formacion de bases de Schiff y
posteriormente ocurre el reordenamiento en productos Amadori o Heyns. Estas
moléculas se enolizan a 1,2-enaminol o 2,3-enaminol y forman desoxiosonas
(compuestos a-dicarbonilo) reactivos capaces de reaccionar facilmente con
nucleofilos (como otras aminas, guanidinas y tioles); estos compuestos a-dicarbonilo
también pueden sufrir degradacioén de Strecker por.condensacion con aminoacidos
libres, formando iminas, que luego se fragmentan para formar aldehidos de Strecker.
Otras reacciones posteriores incluyen la formacion de productos finales de glicacion
avanzada (AGEs) como: modificaciones formadas en los residuos de lisina, furfural,
5-HMF, reductonas y acrilamida. Con el tiempo, mediante reacciones de
condensacion se forman compuestos poliméricos (melanoidinas) que provocan el
oscurecimiento (Lund y Ray, 2017). Un esquema de la RM se presenta en la Figura
8.

La RM se ve afectada por diversos factores de los cuales destacan la temperatura,
pH, actividad de agua y sustancias reactantes. En relacion a la temperatura, se ha
demostrado_que esta reaccién se puede presentar incluso en condiciones de
refrigeracion (4 °C), aunque se ve favorecida a medida que aumenta la temperatura;
principalmente a temperaturas por arriba de 70 °C. El valor de pH también tiene un
efecto importante sobre el desarrollo de esta reaccion ya que a valores de pH acido
(por debajo de 5.0) la reaccidon se hace muy lenta y puede incluso llegar a inhibirse,
mientras que a pH alcalino o por arriba de 7.0 la reaccion se acelera, siendo el rango
de 10 a 12.0 el 6ptimo para la reaccion. Otro parametro que influye es el valor de
actividad de agua (Aw), se ha reportado que en alimentos con valores de Aw baja

(menor a 0.2) la reaccidon no se presenta mientras que se da de forma Optima a
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valores de Aw entre 0.6 y 0.8. De igual manera, las sustancias reaccionantes influyen
ya que cuanto menor es el tamafio de las moléculas que contienen los grupos
carbonilo o amino reaccionantes, mayor es la velocidad de la reaccion; asi, los
monosacaridos inducen mas facilmente la reaccion que los disacéaridos al igual que
los aminoécidos libres o los péptidos de pequefio tamafio inducen la reaccion.con
més facilidad que los de gran tamafio o las proteinas (mientras que dentro de éstas
inducen con mayor facilidad la reaccion las proteinas ricas en lisina) (Labuza, 1971;

Ajandouz y col., 2001; Romero y Mestres, 2004).
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Figura 8. Esquema de la reaccion de Maillard (Lund y Ray, 2017).

En el ajo negro, la formacion de 5-HMF se correlaciona con la intensidad del color
negro. Cuando su contenido alcanza los 4 g/kg, el color del ajo se torna negro. El
contenido final de 5-HMF esta condicionado por el proceso, asi a mayor humedad

relativa y temperatura, mayor formacion de 5-HMF. Estudios reportados estiman que
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la cantidad maxima de 5-HMF producida al final del proceso de elaboracion de ajo
negro es de aproximadamente 5 g/kg de producto (Lee y col., 2020; Rios-Rios y col.,
2019; Suny Wang, 2017; Zhang y col., 2016).

Solo unos pocos organismos reguladores han emitido las pautas y los limites
relacionados con el contenido de 5-HMF en los alimentos. El consumo de 5-HMF
mas all4 del limite dietético prescrito puede resultar en efectos nocivos negativos en
los seres humanos tales como carcindégenos, genotoxicos, organotoxicos, entre
otros. Hasta la fecha, solo en pocos productos se han establecido pautas para dictar
un limite para la ingesta dietética de 5-HMF, que es un tema alarmante y debe
cuidarse para la seguridad alimentaria sostenible. Por ejemplo, la Comision del
Codex Alimentarius (CODEX) establece un limite maximo de 5-HMF en la miel de
0.04 g/kg (0.08 g/kg en miel) como una forma de asegurar que el producto no haya
sufrido un proceso de calor. Sin embargo, se han reportado niveles muy altos de
5-HMF en algunos productos alimenticios, como peras secas (3,5 g/kg), productos
de caramelo (9,5 g/kg), café instantaneo en polvo (6,2 g/kg) y sustitutos de café
(13,9 g/kg). Las Normas de la Comision del Codex Alimentarius no establecen limites
para 5-HMF en ajo negro (Choudhary y col., 2020; Edris y col., 2007; Lee y col.,
2020).

1.2.5 Métodos de obtencion de ajo negro
1.25.1 Método tradicional para la obtencién de ajo negro

El tratamiento tradicional (TT) para obtener ajo negro se basa en el almacenamiento
de bulbos de ajo fresco en condiciones controladas de alta humedad y alta
temperatura. Las condiciones de almacenamiento son variadas; de manera general,
se lleva a cabo en un rango de HR entre 60 a 95%, temperaturas desde 40 a 90 °C
y por tiempos que pueden variar desde 30 hasta 90 dias (Jing, 2020). El cambio mas
notorio es el cambio de color; la Figura 9 muestra los cambios de color reportados
por Choi y col. (2014) durante el almacenamiento de ajo fresco a 70 °C con HR de
90% y durante 35 dias; en estas condiciones se observa que la RM se comienza a

manifestar a los 7 dias de almacenamiento.
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Figura 9. Cambios en el color del ajo negro durante el periodo de envejecimiento
(Choiy col., 2014).

El periodo de almacenamiento del ajo es mas corto a mayores temperaturas. Zhang
y col. (2016) realizaron un estudio para evaluar el efecto de la temperatura en la
calidad del ajo negro. Encontraron que el ajo que se obtiene en condiciones de HR
de 80% y a 60 °C desarrolla tonalidades cafés oscuras pero no negras y que la
velocidad de la RM fue dos veces mas rapida a 70 que a 60 °C. A través de una
evaluacion sensorial, reportaron que la calidad del ajo negro (medida por su
aceptacion) es mejor y que su color negro es mas homogéneo cuando el ajo se
obtiene del almacenamiento a 70 u 80 °C. Aunque el ajo negro se obtiene mas rapido
en un almacenamiento a 90 °C, el sabor del mismo es amargo y agrio, lo cual
disminuye su calidad y aceptacién; aunado a esto, descubrieron que aunque el
contenido de AR aumentaba a altas temperaturas (80 y 90 °C), el ajo negro no tiene
un sabor dulce adecuado debido al consumo de una gran cantidad de AR en

condiciones de alta temperatura.

Sun y Wang (2017) evaluaron el efecto del uso de distintas temperaturas (65, 75y
85 °C) y humedades relativas (70, 75, 80 y 85%) durante la produccion de ajo negro.
Reportaron que en 8 dias de almacenamiento, la puntuacion sensorial mas alta se
dio a los ajos almacenados a mayor HR (85%) y temperatura entre 75y 85 °C. El
contenido de humedad del ajo negro disminuyé al almacenarse a menor HR y mayor
temperatura. En tanto que el desarrollo del color negro no se vio influenciado
significativamente por la HR, pero a temperatura de 65 °C se desarrollo
significativamente mas lento que a 75y 85 °C. Por otra parte, también se mostro

gue el contenido de AR aument6 notablemente con el aumento de la temperatura.
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El contenido de AR también se considera un factor importante durante el proceso de
almacenamiento. El contenido de AR aumenta gradualmente en 60 y 70 °C durante
todo el proceso, lo que significa que a estas temperaturas la tasa de formacion de
AR es mas rapida que su tasa de consumo. Aungue el contenido de AR aumenta a
altas temperaturas, en el caso del procesamiento a 80 y 90 °C, el ajo negro no tiene
un sabor dulce apropiado debido al consumo de una gran cantidad de AR en

condiciones de alta temperatura (Kimura y col., 2017).

1.25.2 Pretratamientos para la elaboracién de ajo negro

El periodo de tiempo en la produccién, asi como el alto consumo de energia (altos
costos de produccion) y la calidad inconstante del método tradicional (TT) no pueden

satisfacer la demanda de la produccién industrializada (Li y col., 2020).

Es evidente que ocurre hidrélisis de los fructanos durante el periodo de
almacenamiento. De manera que si se aplica un pretratamiento al ajo antes de
someterlo a la condicién de alta temperatura y alta humedad (TT) se puede disminuir
el tiempo necesario para obtener un producto de calidad; en el laboratorio de
Fisiologia Poscosecha de Frutas y Hortalizas de la UAQ se han aplicado diversos

pretratamientos que se describen a continuacion.

1.252.1 Calentamiento 6hmico, secado convectivo y almacenamiento a -20 °C

El TT para la obtencion de ajo negro requiere de la exposicion del ajo fresco a altas
temperaturas que pueden variar de 70 a 90 °C y altas humedades relativas,
generalmente a 95%, el tiempo necesario puede variar desde 30 hasta 90 dias (Rios-
Rios .y col., 2018). La aplicacibn de pretratamientos previo al almacenamiento
caliente-hnimedo ayuda a acelerar el proceso ya que permite promover la hidrélisis
de los fructanos, que son compuestos necesarios para que se presente la RM y con
ello reducir el tiempo de produccion. Entre estos pretratamientos se han reportado el
secado convectivo (Rios-Rios y col., 2018), el calentamiento 6hmico (Rios-Rios y

col., 2018) y el almacenamiento a -20 °C (Moreno-Mayorga, 2020) de ajo fresco.
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En el caso del pretratamiento de secado convectivo, los bulbos de ajo fresco se
colocaron en un horno eléctrico comercial marca Riossa modelo H-82 (220 V,
2200 W) por 4 dias a 70 °C con humedad relativa de 9% antes de su exposicion a
70 °C en HR de 95%. Con este pretratamiento el ajo negro se obtuvo en 12 dias,
mientras que el ajo sin pretratamiento requirié de 30 dias; a pesar de la disminucion
del tiempo de produccién, la calidad del ajo negro no fue buena ya que el resabio a
ajo fue muy marcado lo cual provoco el rechazo por parte de los consumidores (Rios-
Rios y col., 2018).

Por su parte, el calentamiento 6hmico se basa en la elevacion de la temperatura en
el interior del material expuesto como resultado de la resistencia que ofrece al paso
de la corriente eléctrica que pasa a través del mismo. Las ventajas de este proceso
se derivan del hecho de que el calentamiento tiene lugar en el interior del alimento
(Poggio, 2018). Los bulbos de ajo fresco que se sometieron al calentamiento 6hmico
se colocaron dentro de una celda de acrilico con dos electrodos de acero inoxidable
conectados a una fuente de corriente alterna, un amperimetro y un voltimetro, las
muestras se trataron durante 10 min.a 70 °C y 130 V. El ajo negro obtenido después
de 12 dias en condiciones de 70 °Cy 95% HR presenté una muy buena aceptacion
por parte de los consumidores, incluso mejor que el ajo negro control (Rios-Rios y
col., 2018). Una desventaja de este tratamiento es la necesidad de contar con un

calentador 6hmico.

Otro pretratamiento para la obtencion de ajo negro es el almacenamiento a -20 °C
del ajo fresco, lo cual promueve la ruptura celular y por ende, permite que las
sustancias intracelulares fluyan durante la descongelacién de las células rotas a
causa de la congelacién (Li y col., 2015); particularmente, los fructanos estan mas
expuestos para la hidrdlisis y por tanto este dafio acelera la RM cuando el ajo
descongelado pasa a condiciones de 70 °C y 95% HR. La exposicion de bulbos de
ajo fresco a -20 °C durante 24 horas como pretratamiento disminuyo el tiempo para
obtener ajo negro de 32 a 21 dias conservando las propiedades fisicoquimicas y de

calidad del ajo negro, con una capacidad antioxidante dos veces mayor que el control
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sin previa congelacion; aunque con una ligera pungencia y un sabor ligeramente

menos dulce (Moreno-Mayorga, 2020).

Para mejorar la eficiencia del procesamiento, se han probado muchos tipos de
pretratamientos; tanto en las investigaciones mencionadas previamente (realizadas
en el laboratorio de Fisiologia Poscoscecha de Frutas y Hortalizas) como en
investigaciones realizadas por otros autores donde se ha evaluado el uso de
pretratamientos como congelacion, campos eléctricos pulsados de-alto voltaje,
microondas y altas presiones hidrostéticas (Qiao y col., 2013; Li y col., 2015; Ma y
col., 2015; Liy col., 2020). El empleo de estos pretratamientos ha mejorado la calidad
del ajo negro y acortado el tiempo de procesamiento hasta 8 dias. Sin embargo,
debido al alto consumo de energia, la gran complejidad operativa de la carga de
trabajo y la disminucién de la textura del ajo negro, estos pretratamientos aln no se
aplican en la produccion continua industrializada (Li 'y col., 2020). Por lo que el interés
por buscar otros pretratamientos que pueden aplicarse para disminuir el tiempo de

obtencion de ajo negro ha llevado a proponer la sonicacion como otra alternativa.

1.2.6 Aplicacion de la sonicacion en alimentos

La sonicacion es una técnica que se basa en la aplicaciéon de ultrasonido a una
muestra en estudio, generalmente con una frecuencia de 20 - 50 kHz. Uno de los
efectos es promover la lisis celular por cavitacion e impacto de las ondas (lannone,
2018).

El ultrasonido es la energia generada por ondas sonoras de 20,000 o mas
vibraciones por segundo. De manera general, existen dos métodos de aplicacion de
la-sonicacion: directo e indirecto. En el método directo, una sonda se inserta
directamente en un recipiente que contiene la muestra, mientras que la sonicacién
indirecta se realiza por inmersion de la muestra en agua donde se propagan las

ondas ultrasoénicas.

Los usos del ultrasonido en la industria alimentaria se clasifican ampliamente en dos

grupos: de baja y alta energia. Las aplicaciones de ultrasonido de baja energia (baja
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potencia, baja intensidad) implican el uso de frecuencias superiores a 100 kHz a
intensidades inferiores a 1 W/cm?, que generalmente no son destructivas; se utilizan
con éxito para el seguimiento no invasivo de los procesos alimentarios y como técnica
analitica para proporcionar informacion sobre las propiedades fisicoquimicas de los
alimentos, como su composicién, estructura y estado fisico. El otro grupo es el
ultrasonido de alta energia (alta potencia, alta intensidad), que utiliza intensidades
superiores a 1 W/cm? (normalmente en el rango de 10-1000 W/cm?), a frecuencias
entre 18 y 100 kHz; se ha utilizado durante muchos afos para generar. emulsiones,
romper células y dispersar materiales agregados. En la industria. de alimentos la
sonicacion se ha usado para mejorar la extraccion de  oligofructanos e inulina
(Galanakis, 2017).

Milaniy col. (2011) realizaron un estudio de la extraccion asistida por ultrasonido para
mejorar el rendimiento de la extraccion de inulina de la raiz de bardana (Arctium
lappa) utilizando sonicacion directa a 25 kHz. Encontraron que el uso de sonicacion
durante la extraccion ayuda a obtener un mejor rendimiento en comparacion con el
meétodo convencional con agua caliente, las condiciones Optimas fueron t = 25 min y
T =36.76 °C.

Narvdez y col. (2015) evaluaron el efecto de la intensidad y temperatura del
ultrasonido en la extraccion de fructanos de agave (Agave tequilana Weber var. Azul)
y reportaron que dicha extraccibn aumentd significativamente con el uso de
ultrasonido. Estos autores reportaron que con intensidad de 49 mW/mL a 40 °C se
extrajo la maxima concentracion de fructanos, carbohidratos totales y AR: 7.2, 7.79
y 0.54.¢9/100 g en muestra seca., respectivamente. El andlisis por microscopia
realizado en este estudio mostré una alteracion en la estructura celular y algunos
dafos en la pared celular de la planta de agave a una alta intensidad de ultrasonido.
Sin embargo, también encontraron que la aplicacion de ultrasonido ocasiona ruptura
de las moléculas de fructano formandose fragmentos de bajo peso molecular
derivado de la accién directa del ultrasonido, lo cual puede disminuir la calidad y

funcionalidad de estos compuestos bioactivos.
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Lingyun y col. (2007) realizaron una comparacion entre la extracciéon de inulina
asistida por ultrasonido (directo e indirecto) y la técnica de extraccion convencional
en alcachofa de Jerusalén. Encontraron que el uso de ultrasonido permitié que la
extraccion de inulina se llevara a cabo de forma mas rapida y con mayor rendimiento,
las condiciones en que se conseguia mayor rendimiento de extraccion fueron:
sonicacion indirecta a frecuencia de 59 kHz por 10 min a 76 °C y sonicacién directa
a frecuencia de 20 kHz por 8 min a 76 °C. Los resultados que obtuvieron mostraron
gue a pesar de que el uso de sonicacion directa fue el que permitio obtener mayor
rendimiento de extraccion y en menor tiempo, habia mayor degradacion de la inulina
(lo que cambié su composicion quimica) por lo que el uso de sonicacién directa no
es adecuada en la extraccion de inulina, pero se puede usar en la despolimerizacion
de esta para obtener inulina de cadena corta. Esto los llevo a concluir que la
sonicacion indirecta es mas conveniente parala extraccion de inulina en alcachofa
de Jerusalén debido a que evita que haya contaminacioén y pérdida del extracto;
ademas de que no ocasiona despolimerizacién de la inulina (como la sonicacion

directa) y es casi 2 veces mas rapida que la extraccién convencional.

Pourfarzad y col. (2015) realizaron un estudio similar al anterior donde evaluaron la
extraccién de fructanos de polvo de raiz de Eremurus spectabilis con extraccion
convencional, sonicacidn directa (frecuencia: 24 kHz, intensidad: 200 W, T: 60 °C) e
indirecta (frecuencia: 25 kHz, intensidad: 500 W, T: 60 °C). Los resultados que
obtuvieron fueron similares a los reportados por Lingyun y col. (2007); es decir, el
uso de sonicacion aumenté el rendimiento y pureza ademas de que permitio el uso
de menor temperatura para completar la extraccion en un tiempo similar. La
sonicacion directa fue el método con el que se obtuvo mayor rendimiento de
extraccion y pureza, pero con menor grado de polimerizacién en comparacion con la
sonicacion indirecta; por lo tanto, los autores concluyeron que la extraccion por
sonicacion indirecta es mas adecuada para la extraccion de fructanos, ya que permite
obtener mayor rendimiento y pureza que con la extraccion convencional, ademas de
que requiere de menor temperatura (60 °C en lugar de 87.99 °C) y derivado de esto

los compuestos extraidos tienen mayor grado de polimerizacién (no hay modificacion
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en su composicion quimica) que los obtenidos por medio de la extraccién

convencional y la asistida por sonicacion directa.

En base a los estudios mencionados con anterioridad se sabe que la sonicacion ha
demostrado optimizar la extraccion de fructanos e inulina, aumentando el rendimiento
y disminuyendo el tiempo de extraccion. Sin embargo, como lo mencionan Apolinario
y col. (2014), se necesita tomar precaucion al realizar extracciones asistidas por
ultrasonido porque algunos fragmentos de bajo peso molecular se forman por la
accion directa del ultrasonido y se producen cambios en la composicion quimica de
los compuestos; por lo tanto, la sonicacién indirecta seria mas adecuada para extraer
dichos compuestos ya que permite extracciones mas rapidas y con mayores
rendimientos sin afectar la composicién quimica y, por-ende, la funcionalidad de los

componentes bioactivos.

1.26.1 Parametros del proceso de sonicacion

En general, los factores mas influyentes durante la aplicaciéon de sonicacién son el
tipo, el peso molecular y la concentracion del polisacéarido; asi como la intensidad y
la frecuencia del ultrasonido, ademas de la temperatura y el tiempo de tratamiento.
Mientras que la formacion de radicales o las reacciones térmicas por ultrasonido
pueden ser mas efectivas para compuestos con bajo peso molecular, los efectos
principales de las macromoléculas estan asociados con fuerzas mecanicas de corte,
gue son mas_pronunciadas con el aumento en el tamafio del compuesto. Las
posibilidades para interactuar con la energia de la cavitacion aumentan con el peso
molecular y las moléculas pequefias tienen tiempos de relajacibn mas cortos y
pueden soportar el estrés de la sonicacién con mayor facilidad. Aunque los efectos
del ultrasonido generalmente aumentan con la intensidad, esto solo es valido hasta
cierto valor, ya que grandes cantidades de burbujas de cavitacion podrian actuar
como una barrera para la transmision de energia en el sistema. En relacion con la
temperatura, y para obtener el maximo efecto de ultrasonido mecéanico, los ensayos
deben realizarse a la temperatura mas baja posible; 60 °C parece ser la temperatura

maxima para que las burbujas de cavitacion se unan con las burbujas de vapor. En
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general, la degradacién de los polisacaridos aumenta con el tiempo prolongado de
ultrasonido (Villamiel y col., 2017).

1.2.6.2 Efectos de la sonicacion sobre los carbohidratos

Los carbohidratos son elementos fundamentales que se pueden encontrar tanto en
plantas como en animales. A diferencia de las proteinas, su peso molecular y
estructura precisa pueden variar ampliamente incluso dentro de un _unico tipo de
carbohidrato. En general, los carbohidratos son significativamente mas fuertes y
rigidos que las proteinas; una propiedad que tiene implicaciones importantes para su
interaccion con las ondas de ultrasonido de alta intensidad, si bien el ultrasonido
parece ser particularmente util para la extraccion de polimeros de bajo peso
molecular como los azlcares simples u oligdbmeros, también se ha utilizado para la
extraccion de carbohidratos complejos, y se han publicado informes de extraccién
exitosa de dextrano, xilano, pectina, quitina.y celulosa (Heldman y Moraru, 2014). En
estos casos, se ha informado poco efecto sobre sus propiedades funcionales. A la
inversa, la ultrasonicacion de las dispersiones moleculares de carbohidratos puede
llevar a la generacion de especies quimicamente diversas, lo que puede atribuirse a
una hidrdlisis y a la ruptura aleatoria de la cadena del esqueleto del polimero de
carbohidratos, lo que resulta en una reduccion del peso molecular de los
carbohidratos originales o la induccion de una variedad de reacciones quimicas tales
como modificaciones de la cadena lateral y recombinaciones de los oligdbmeros y
fragmentos generados de forma sonoquimica. Por ejemplo, la sonicacion del almidén
condujo a la formacion de moléculas de cadena mas corta y AR (Heldman y Moraru,
2014).

Los métodos sonoquimicos son potencialmente Utiles en la quimica de carbohidratos.
Primero, el efecto mecanico de las ondas acusticas mejora las reacciones
heterogéneas, por ejemplo, de azucares simples o poliméricos, en términos de
condiciones experimentales mas suaves que reducen la necesidad de disolventes
caros o contaminantes. En segundo lugar, debido a la facil formacién de especies

reactivas transitorias (radicales), se pueden disefiar nuevas transformaciones. La
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sonoquimica tiene aplicacion en la despolimerizacion parcial o total inducida por
ultrasonidos de polisacéaridos naturales. A una frecuencia de 722 kHz, se producen
moléculas de cadena mas cortas segun lo indicado por las mediciones de viscosidad.
Cuando se utilizan sonidos audibles (1 - 15 kHz), también se forman algunos AR
(Beray col., 2015).

Se sabe que los polisacaridos constituyen una importante fuente cualitativa y
cuantitativa de carbohidratos valiosos. Sin embargo, su aplicacion paramuchos usos
guimicos o biolégicos requiere una despolimerizacion parcial o total previa, que
generalmente se realiza mediante hidrélisis quimica o enzimatica fuerte siguiendo
métodos convencionales. La posibilidad de aplicar tecnologias emergentes como el
ultrasonido como alternativa o complemento a estas técnicas para la reduccion de
peso molecular proporciona un enfoque poderoso para aumentar el rendimiento de
despolimerizacion, disminuir el tiempo de proceso y evitar reacciones no deseadas.
Aunque podrian estar involucrados otros. mecanismos, la despolimerizacion de
macromoléculas por medio de sonicacion puede explicarse como resultado de
diferentes efectos: (1) cavitacion (20 - 100 kHz), en la cual se produce una
degradacion mecanica durante el colapso de las burbujas, lo que provoca un
aumento de la temperatura en la zona de burbujas y oscilaciones de presién
propagadas a través del material, y (2) degradacion quimica debido al efecto de los
radicales hidroxilo (100 -2000 kHz); el primero de estos efectos es el mas habitual.
Como consecuenciade la ruptura del polisacéarido, sus propiedades fisicoquimicas y
funcionales pueden modificarse de una manera diferente, dependiendo de las
condiciones de procesamiento (Villamiel y col., 2017).

En este trabajo de tesis se planted evaluar la aplicacion de la sonicacion indirecta
como pretratamiento a la elaboracion de ajo negro y evaluar la calidad del producto

obtenido.
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2. HIPOTESIS

La aplicacion de sonicacion de manera indirecta como pretratamiento reduce el

tiempo de produccién de ajo negro sin afectar su calidad final.
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3. OBJETIVOS
3.1 General

Evaluar el efecto del uso de la sonicacion indirecta como pretratamiento en la
elaboracion de ajo negro y su efecto tanto en el tiempo de produccién como en la

calidad del producto final.

3.2  Especificos

Evaluar el efecto del tiempo de sonicacién indirecta en la elaboracion de ajo negro a
través del cambio de color, la concentracion de azucares reductores (AR) y solidos
solubles totales (°Bx).

Evaluar la calidad de ajo negro producido con el uso de sonicacion como
pretratamiento a través de parametros . fisicoquimicos, bromatoldgicos,

microbioldgicos y sensoriales y compararla con la de un ajo negro comercial.
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4, METODOLOGIA

En este trabajo se evalu6 el efecto de la aplicacion de sonicacion como
pretratamiento al almacenamiento de ajo fresco en condiciones de alta temperatura
y humedad (TT) para obtener ajo negro. La estrategia experimental se muestra en la
Figura 10.

Ajo fresco
{morado)

Aplicacion de sonicacion a frecuencia de 40 kHz y por distintos tiempos (min):
0 (tratamiento tradicional, T0), 3 (T1), 5(T2), 10 (T3), 15(T4)y 20 (T5)

Almacenamiento a 70°C y a distintas HR (95% y después 75%) por periodos
establecidos en base a la medicion de parametros: color, ’Bx y contenido de AR

L

Definicion del mejor tiempo de sgnicacion en base a la medicion de parametros:
color; 2Bx y contenido de AR

Definicion del tiempo de almacenamiento en base a la medicién de parameiros:
color, °Bx y contenido de AR

Produccion de ajo negro con las condiciones de almacenamiento establecidas
(tiempo de sonicacion, cambio de HR durante el almacenamiento y tiempo de
almacenamiento)

Medicion y comparacion de parametros de calidad del producto final y de una
muestra comercial

s Fisicoguimicos (°Bx, color, AR, pH, acidez fitulable, Aw. textura)

s Bromatoldgicos (contenido de humedad, cenizas, lipidos, proteina, sodio
y vitamina C)

s Microbioldgicos (determinacion de E. goli, Salmonella y coliformestotales)

+ Evaluacion sensorial

Figura 10. Estrategia experimental.
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4.1  Material biolégico

Los bulbos de ajo morado (Allium sativum L.) que se usaron en los experimentos
fueron adquiridos en la central de abastos de la ciudad de Querétaro, seleccionando
aquellos bulbos libres de dafio y de defectos. Todo el material que se uso fue
sanitizado con una solucion de hipoclorito de sodio (NaClO) a 200 ppm durante 10
min (Lopez, 2003). Los experimentos se realizaron en la planta piloto de alimentos,
y los analisis se realizaron en los laboratorios de fisiologia y bioquimica poscosecha
de frutas y hortalizas, en el laboratorio de analisis de alimentos y en el laboratorio de
microbiologia molecular, todos del Posgrado de Alimentos de la Facultad de Quimica
de la Universidad Autbnoma de Querétaro.

4.2 Métodos
4.2.1 Tratamiento tradicional para obtener ajo negro

Para la elaboracion de ajo negro se utilizé un horno ahumador con regulador de
temperatura Marca Koch modelo 320034 (Figura 11a), la cual se mantuvo en 70 °C.
Se monto un sistema cerrado adecuado para mantener suspendidas las muestras en
un ambiente de humedad alta, que consisti6 en frascos de vidrio con tapa que
contenian en el fondo agua pura o una solucién saturada de NacCl (sal comun de
mesa) que proporcionaban la HR deseada (95% y 75%, respectivamente) y los
bulbos de ajo se colocaron sobre una plato o se mantuvieron suspendidos al estar

soportados en un costal (Figura 11b).
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Figura 11. a) Horno ahumador con regulador de temperatura Marca Koch modelo
320034. b) Sistema de almacenamiento de bulbos de ajo para la obtencién de ajo
negro, mostrando la adecuacion para sostener los ajos.

4.2.2 Sonicacion de bulbos de ajo

Lotes de 60 bulbos de ajo fresco se sometieron a ultrasonido (sonicacién) en un
sonicador Marca CIVEQ modelo 8893, por el método indirecto; colocando los bulbos
en un vaso de precipitados lleno de agua (Figura 12). El tiempo de sonicacién vario
para cada tratamiento como se observa en el cuadro 4, los tiempos aplicados fueron
de 3, 5, 10, 15 y 20 min a una sola frecuencia (40 kHz) definida por el equipo; el
tratamiento control (TO) fue aquel donde los bulbos de ajo no se sometieron a
sonicacion. Posteriormente los bulbos de ajo fueron tratados de la manera descrita

en el punto 4.3.1.
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Figura 12. Aplicacién de sonicacion a bulbos de ajo.

Cuadro 4. Tratamientos utilizados durante el experimento.

Tratamiento Tiempo de sonicacién (min) a 40 kHz
To (Control) 0

T1 3

T2 5

T3 10

T4 15

T5 20

4.2.3 Determinacion de las mejores condiciones de sonicacion

Para establecer el tiempo 6ptimo de sonicaciéon para la produccion de ajo negro se
establecieron 3 parametros como base: contenido de azUcares reductores (AR),
sélidos solubles totales (°Bx) y el color; estos analisis se determinaron durante el

almacenamiento de los bulbos de ajo de los 6 tratamientos.
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4231 Determinaciéon de azlcares reductores

La determinacion de AR para todas las pruebas, durante el almacenamiento para
obtener ajo negro, se realizd con el método DNS el cual se basa en la reduccion
endotérmica del DNS, de color amarillo, por AR (que poseen un Unico extremo
reductor), para producir el acido 3-amino-5-dinitrosalicilico de color rojo pardo,
con méxima absorcion a una longitud de onda de 540 nm (Carrascal y col., 2013).

Para el caso de ajo fresco, se homogenizaron con el uso de un Ultra-Turrax marca
IKA modelo T25 1.0 g de ajo en 25 mL de agua, y para el ajo negro 0.5 g en 50 mL
de agua; las muestras se filtraron por separado. En un tubo de ensaye se adicionaron
0.5 mL de extracto y 0.5 mL de reactivo de DNS, y se colocaron en un bafio Maria a
ebullicibn por 5 min. Los tubos se dejaron enfriar a temperatura ambiente y

posteriormente se agregaron 5 mL de agua destilada (Figura 13).

n

Figura 13. Muestras para medicion de azucares reductores (AR) por el método
DNS: de extracto de ajo (izquierda) y soluciones empleadas en la curva patron
(derecha).

Finalmente, se realiz6 la lectura de la absorbancia a 540 nm en un espectrofotémetro
UV-Vis marca Dynamica modelo HALO XB-10 para poder determinar el contenido
real de AR, los resultados obtenidos se ajustaron utilizando el factor de dilucién
correspondiente.

El contenido de AR fue calculado como mg de fructosa/g de muestra, usando como
base para el célculo de concentracion una curva patrén de fructosa con las siguientes
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concentraciones: 0, 0.25, 0.5, 1y 2 g/L. Se desarroll6 la reaccion de las soluciones
de fructosa con el reactivo DNS como se hizo con los extractos de ajo (Figura 13).

4.2.3.2 Determinacion de grados Brix

Los sélidos solubles totales o grados Brix (°Bx) representan el porcentaje de
sacarosa en solucién medido con un refractometro, donde el fundamento se basa en
el hecho de que un rayo de luz al atravesar un liquido transparente es desviado de
su trayectoria. Mientras mayor sea la cantidad de sustancias disueltas en el liquido,

esta desviacion (indice de refraccion) sera mayor (Pszczolkowski y Ceppi, 2014).

El contenido de solidos solubles totales se determind por medio de un refractometro
marca HANNA Instruments modelo HI-96801 y se reportd como °Bx (NMX-F-236-S-
1979). Los bulbillos o dientes de ajo se exprimieron usando un exprimidor de ajos y
tela de organza y se colocaron las gotas del extracto en el refractometro previamente
calibrado con agua destilada. Para las muestras en las que no fue posible realizar la
extraccion de forma directa, se tomaron 10 g de muestra y se molieron con 20 mL de
agua destilada, posteriormente se filtraron y se determiné el valor de °Bx ajustando
al factor de dilucién empleado. La medicién de los grados °Bx se ilustra en la Figura
14.

Figura 14. Medicién de °Bx del extracto de ajo negro.
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4233 Evaluacioén de color

Durante la conversion de ajo fresco en ajo negro se propician reacciones de
oscurecimiento no enzimatico del tipo Maillard, esto ocasiona que con el paso del

tiempo el color del ajo sea cada vez mas oscuro.

Se midié el color interno y externo de los bulbos de ajo usando un colorimetro marca
Konica Minolta modelo CR-400. Se registraron las coordenadas de color a* y b*, asi
como la luminosidad (L*), el indice de saturacion (Hue*) y el angulo de matiz (C*).
Los datos registrados se usaron para calcular la diferencia total de olor (AE) por

medio de la siguiente formula (Li y col., 2015):

AE = JAL? + Aa? + Ab?

En donde:
AL = L muestra — L ajo crudo
Aa = a muestra — a ajo crudo

Ab = b muestra — b ajo crudo

4.2.4 Determinacion deltiempo de almacenamiento

Una vez determinada la condicion éptima de tiempo de sonicacion en base al
desarrollo de color, contenido de AR y de °Bx, se aplicé a un nuevo lote de bulbos
de ajo y después se procesaron para la produccioén de ajo negro como se indica en

el punto 4.3.1.

Al igual que con la determinacion del mejor tiempo de sonicacién, se establecieron
los mismos 3 parametros como base (contenido de AR, °Bx y color) para establecer
el tiempo éptimo de almacenamiento para la produccién de ajo negro; estos andlisis

se realizaron a los 16, 20 y 24 dias de almacenamiento.
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4.2.5 Comparacion de parametros de calidad entre el producto final y un producto

comercial

Una vez que se determinaron los tiempos Optimos de sonicacion y de
almacenamiento, se procedi6 a analizar la calidad (a través de analisis
fisicoquimicos, bromatologicos, microbiolégicos y sensoriales) del ajo negro
producido con el uso de esos tiempos (considerado como producto final)'y de un ajo
negro comercial de la marca “Los Rancheros”; se realiz6 una comparacion de los

resultados para observar posibles diferencias.

4251 Andlisis fisicoquimicos

Las determinaciones de AR, °Bx y color se realizaron como se describio

anteriormente en los puntos 4.3.3.1, 4.3.3.2y 4.3.3.3.

425.1.1 Determinacion de pH

Se midio6 el valor de pH con un potenciémetro marca Hanna instruments modelo HI-
2221, empleando el procedimiento definido por la NMX-F-317-S-1978.

Primero se realiz6 la calibracion del equipo usando las soluciones buffer
correspondientes (pH 4.0, 7.0 y 10.0), después se procedioé a medir el valor de pH de
los extractos obtenidos al exprimir los bulbillos o dientes de ajo usando un exprimidor
de ajos y tela de organza. Para muestras en las que la determinacién no se pudo
realizar de forma directa, se tomaron 10 g de muestra y se molieron con 20 mL de

agua destilada, al filtrado se le midi6 el pH y se ajusté usando el factor de dilucion.

42512 Determinacion de acidez titulable

La acidez titulable se midi6 por el método potenciométrico descrito en la NMX-F-102-
S-1978, debido a que las muestras de ajo negro presentaban un color oscuro que no

permitié ver el cambio de color ocasionado por el vire de la fenolftaleina.

Se tomaron 10 g de muestra y se molieron con 20 mL de agua destilada, al filtrado

obtenido se le midi6é acidez titulable y el valor resultante fue ajustado con el factor de
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dilucién. Para la titulacién potenciométrica se tomo una alicuota de 10 mL del extracto
de las muestras y se procedi6 a titular con una soluciéon de NaOH 0.1 N hasta el
punto en que el pH alcanzara un valor de 8.2 (que es el pH de vire de la fenolftaleina).
Con el volumen (en mL) gastado de NaOH 0.1 N en la titulacién se determind el

porcentaje de acidez titulable por medio de la siguiente formula:

) ) V NaOH x N NaOH x Eq.acido
% acidez titulable = U estra x 100

En donde:
V NaOH = volumen de NaOH gastado en la titulacion (mL)
N NaOH = normalidad de la solucion de NaOH utilizada (eg/mL)
Eq. Acido = equivalente de &cido citrico cuyo valor es 64 gleq

V muestra = volumen de la muestra a titular (10 mL)

4.25.1.3 Determinacion de actividad de agua

El valor de actividad de agua (Aw) se determin6 en los bulbillos usando el equipo
marca Aqualab series 3, el equipo usa el método de punto de rocio que se
fundamenta en la determinacion de la temperatura de condensacion del aire en
equilibrio con la muestra; para determinar esta temperatura, el equipo cuenta con un
espejo con sistema refrigerante. La temperatura del espejo desciende hasta que
comienza a condensar el aire que esta en contacto con él, de forma que la formacion
de rocio es detectada por unas células fotoeléctricas. En este momento un sensor
registra la temperatura del espejo (temperatura de rocio) y un termémetro determina
la-temperatura de la camara en equilibrio. Conocidas ambas temperaturas, se
determina la humedad relativa haciendo uso del diagrama de Moliere. El equipo
consta de tablas de doble entrada las que al registrarse la temperatura del bulbo seco

y la de rocio, dan directamente el valor de la actividad de agua (Giraldo y col., 2010).

Primeramente se encendio el equipo por 30 min y posteriormente se calibré con agua

desionizada. Luego se procedio a colocar la muestra en la celda del equipo (evitando
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llenarla por encima de % partes). Finalmente, se coloco la celda en el portacelda y
se cerro girando la perilla para iniciar el andlisis de la muestra. Una vez que el equipo
indicaba el final del analisis (al emitirse un sonido y con el parpadeo de una luz), se

tomaba la lectura final marcada en la pantalla.

42514 Determinacién de textura

La textura en los bulbillos se determind realizando un Andlisis de Perfil de Textura
(TPA) que se basa en la imitacion de la masticacion por medio de un test que realiza

una doble compresién de una muestra (Romero, 2015).

El TPA se realizé utilizando un texturometro de Brookfield modelo CT3, con el uso
de una sonda cilindrica de acero de 36 mm de diametro, los parametros de la prueba
fueron: 5% de deformacién, carga de compresion de 0.06 N, velocidad de cabezal
de 1 mm/s y sin tiempo de espera entre las compresiones. De cada bulbo de ajo
negro (producto final y muestra comercial) se tomaron 3 dientes (de dimensiones
similares) y se pelaron, cada diente se sometio al andlisis TPA. Los parametros que
se obtuvieron por medio de este analisis fueron dureza, elasticidad, cohesividad,

adhesividad, gomosidad y masticabilidad.

4.25.2 Andlisis bromatologicos

Los analisis bromatoldgicos se realizaron siguiendo los procedimientos establecidos
por las normas mexicanas: humedad (NOM-116-SSA1-1994), cenizas (NMX-F-066-
S-1978), lipidos (NMX-F-089-S-1978) y proteina (NOM-F-68-S-1980). Asi mismo se
realizaron los analisis complementarios de determinacion de la cantidad de sodio

(método de Mohr) y de vitamina C (yodometria).

42521 Humedad

La determinacion de humedad en los alimentos es de suma importancia, ya que un
elevado contenido de ésta influye en la velocidad de multiplicacion de los

microorganismos, provocando la descomposicion de los alimentos y por lo tanto la
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pérdida de la calidad sanitaria (NOM-116-SSA1-1994). Se determiné la humedad en
la muestra por el método descrito en la NOM-116-SSA1-1994.

Por triplicado, se pesaron aproximadamente 4 + 0.5 g de muestra (se registré el peso
exacto de la muestra como P2) en un crisol a peso constante (P1) y se colocaron los
crisoles en una estufa marca Felisa por 2 horas a 110 + 5 °C, transcurrido este tiempo
los crisoles se colocaron en un desecador hasta que alcanzaran la temperatura
ambiente. Posteriormente, se pes6 cada uno registrando su peso-exacto y se
regresaron por 30 min mas al horno; este procedimiento se repiti6 hasta tener un
peso constante (P3). Con los 3 pesos registrados (del crisol, del crisol con muestra
antes de meter al horno y del crisol con la muestra secada en el horno) se calcul6 el

contenido de humedad segun la siguiente férmula:

P, =(P3—P1)
Py

% humedad = x 100

En donde:
P1 = Peso del crisol (g)
P2 = Peso de la muestra humeda (g)

P3 = Peso del crisol mas muestra seca (Q)

42522 Cenizas

El contenido-de cenizas se refiere al residuo inorganico (mineral) que queda después
de la combustién o de la oxidacion completa de la materia organica en los alimentos;
representa el contenido total de minerales en los alimentos y debido a que ciertos
alimentos son ricos en minerales en particular, el contenido de cenizas puede ser
importante desde el punto de vista nutricional, toxicolégico y de calidad alimentaria
(Nielsen, 2017).

Se determind el contenido de cenizas de acuerdo a la metodologia establecida por
la NMX-F-066-S-1978, utilizando los crisoles con muestra seca empleados para la

determinacién de humedad. Se calciné la muestra con la ayuda de un plato caliente
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marca Thermo Scientific, calentando hasta que la muestra se carboniz6 (indicado por
el fin de la emision de gases). Luego se coloco el crisol en la mufla marca Felisa e
incinerd a una temperatura de 500 — 550 °C durante 2 - 3 h. Transcurrido el tiempo,
cuidadosamente se sacaron los crisoles y dejaron enfriar hasta que alcanzaran la
temperatura ambiente en un desecador. Se pesaron los crisoles que contenian las
cenizas y se registro el peso (P3). Los pesos del crisol vacio (P1) y de la muestra (P2)
fueron los mismos utilizados para el calculo de humedad, ya que en ambos andlisis
se emplearon los mismos crisoles con muestras. Se calculo el porcentaje de cenizas

con la siguiente férmula:

P —
% cenizas = % X100
2

En donde:
P1 = Peso del crisol vacio (g)
P2 = Peso de la muestra humeda (g)

P3 = Peso del crisol con cenizas (Q)

4.25.2.3 Extracto etéreo (grasa cruda)

Para determinar el contenido de grasa cruda se empled el método establecido en la NMX-
F-089-S-1978. ElI método Soxhlet utiliza un sistema de extraccion ciclica de los

componentes solubles en éter que se encuentran en el alimento.

Se usaron vasos de precipitados a peso constante (P1), registrando el peso de manera
independiente. En cada cartucho se pesaron aproximadamente 4 + 0.5 g de muestra seca
(P2). En el vaso de precipitados se colocaron 80 mL de éter de petroleo y se acoplo al
sistema Soxhlet marca Labconco, Se conectaron las mangueras de recirculacién de agua
y se comenz0 a calentar suavemente hasta observar una velocidad de condensacion de
5 0 6 gotas de éter por segundo sobre el cartucho que contenia la muestra. Se mantuvo
el agua de recirculacion a una temperatura de 4 °C. La extraccion termind después de 6

ciclos de extraccion. Se evapor6 el solvente que quedo en el vaso calentandolo en plato
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caliente y una vez que se enfri6 a temperatura ambiente en un desecador, se peso (P3).
Se calcul6 el porcentaje de grasa cruda en la muestra utilizando la siguiente formula:

P, —P
2 1y100

% grasa cruda =
2

En donde:
P1 = Masa del vaso sin grasa ()
P2 = Masa de la muestra (g)
Ps = Masa del vaso con grasa (g)

42524 Proteina

Se determind el contenido de proteina total por el método de Kjeldahl, este método
se fundamenta en la hidrdlisis 4cida de la materia organica de la muestra por
calentamiento con &cido sulflrico concentrado y sulfato de potasio que ayuda a
incrementar el punto de ebullicién del &cido sulfurico, con lo cual disminuye el tiempo
de digestion, en presencia de un catalizador sulfato de cobre. El nitrdgeno se reduce
en la sal sulfato de amonio, de la cual se libera con hidréxido de sodio concentrado
(20%) en la forma de amoniaco; el cual se destila, recibiendo el destilado en una
solucion de acido bérico y una mezcla de indicadores. El destilado se valora con una

solucion patron de acido clorhidrico (Skoog y col., 2003).

Se pesaron aproximadamente 0.5 + 0.05 g de muestra (P), 3.5 g K2SO4y 0.4 g CuSO4
y se colocaron en un tubo Kjeldahl seco junto con 15 mL de &cido sulfurico. Se
colocaron los tubos Kjeldahl en el digestor de proteina marca FOSS tecator y a su
vez se conectd la bomba de vacio en el tubo de salida de la trampa de gases de
digestién el cual es un contenedor con una solucion de bicarbonato de sodio y
fenolftaleina como indicador. Se dejo trabajar el equipo a 150 °C por media hora,
posteriormente a 250 °C por media hora mas, luego a 350 °C por otra media hora y
finalmente a 400 °C por una hora. Se verificO que la digestién llegara a su fin

levantando la gradilla y observando que los tubos mostraran una coloracion verde
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claro debida a la presencia de cobre, en caso de que las muestras presentaran una
coloracion café oscura se dejaron media hora méas en el digestor para garantizar le
digestion de toda la materia organica. Se dejaron enfriar los tubos por 30 minutos
aproximadamente y una vez frios, a cada tubo de Kjeldahl se le agregaron
lentamente 100 mL de agua destilada. De manera individual, cada tubo se colocé en
el destilador marca FOSS Tecator, acoplando a su vez un matraz de 250 mL con 25
mL de acido borico y la mezcla de indicadores para recoger el destilado. Por ultimo,
se titulo el destilado con HCI 0.0986N hasta que la coloracién verde viré.a rojoy se

calculo el contenido de nitrégeno mediante la siguiente formula:

V' xN x0.014 x 100
P

%N =

En donde:

V = Volumen de HCI empleado en la titulacion de la muestra (mL) — volumen
de HCI empleado en la titulacion del blanco (mL)

N = Normalidad del HCI (eg/L)

P = peso de la muestra (g)

0.014 = Miliequivalente del nitrégeno

El porcentaje de proteina se obtuvo mediante la siguiente formula:

% proteina = % N X 6.25

42525 Sodio

La determinacién del contenido de cloruro de sodio constituye uno de los analisis
guimicos mas importantes que se realizan a los alimentos como parte del control de
calidad debido a las mdltiples funciones que desempefia en los alimentos el cloruro
de sodio. Tiene una decisiva influencia sobre el sabor dado que constituye uno de

los sabores basicos (el salado) y contribuye ademas a resaltar el resto de los sabores
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en los alimentos mejorando asi su palatabilidad. Otra importante funcién es la
relacionada con su capacidad para favorecer la conservacién de los alimentos
(Zumbado, 2020).

En un matraz Erlenmeyer de 250 mL se pesaron aproximadamente 0.15 + 0.05 g de
cada una de las muestras (P), se afiadieron 75 mL de agua caliente (95 °C) a cada
matraz. Los matraces se dejaron reposar durante 10 minutos, agitando para disminuir
la temperatura. Se afiadio 1 mL de indicador cromato de potasio al 5%. Se tituld
adicionando gota a gota nitrato de plata 0.093 N (previamente valorado) hasta que
se obtuvo la aparicién de un color anaranjado permanente. Se calcul6 el contenido

de cloruro de sodio con la siguiente formula:

(0.0585) (Nagno;) (Vs = V)
P

% NaCl = x 100

En donde:
N AgNOs = Normalidad del nitrato de plata (0.093 N)
V1 = mL gastados de nitrato de plata en la titulacion
V2 = mL gastados de nitrato de plata en el ensayo en blanco
P = Peso en gramos de la muestra empleada
0.0585 = Miliequivalente del cloruro de sodio

425.2.6 Vitamina C

La determinacion de vitamina C se realizd por medio de yodometria. El método para
determinar vitamina C se basa en la oxidacion de la misma (4cido ascorbico) con
yodo en presencia de almidon como indicador. El yodo forma un complejo azul con
el almidén al reaccionar con el acido ascoérbico; cuando el yodo se disuelve en una
disolucién de yoduro de potasio, se forman iones polinucleares Is” que se introducen
en la hélice de amilosa formando un complejo coloreado (azul-negro). Al reaccionar
el complejo yodo-amilosa con &cido ascorbico, la disolucién indicadora pierde el

color. Esto se debe a que &cido ascorbico (1) es oxidado por un oxidante suave como
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la disolucién de yodo para dar lugar a acido dehidroascorbico (2) y a iones yoduro
(Figura 15). Cuanto menor es la intensidad del color, significa que mayor ser& el

contenido de vitamina C (Fang, 2017).

OH
Ho/—ﬁ/o\/o i 0
HO + +I;, S MO #)H' + 3
7/ AN
OH OH 0" | T~oH
OH OH

(1) (2)

Figura 15. Reaccion de oxidacion de acido ascérbico con yodo (I3") (Fang, 2017).

Se colocaron en un matraz Erlenmeyer de 125 mL: 10 mL de jugo de ajo, 15 mL de
agua destilada, 0.25 mL de HCI 15% v/v.y 0.5 mL de almidén 1% w/v. Se tituld
lentamente y agitando la disolucién contenida en el Erlenmeyer, hasta que vird a
azul-verde. La cantidad de vitamina C en la muestra se calculé utilizando la siguiente
formula:

Vyodo consumido

g
—=2.59 X
I 2.59

Vmuestra

El factor de 2.59 es obtenido mediante un célculo estequiométrico considerando la

concentracion de la solucion de yodo:

mol

14.7 mM( = 0.0147T

1000 mM)

mol 1 moly,; $rbi 176.12 g
0.0147—1,(X L ( acido ascorblco)
L 2( 12) 1 m0l12 (1 molycigo ascérbico)

L X Lmuestra

x L
I _pso( 1)
L X Lmuestra
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4.25.3 Andlisis microbioldgicos

Los analisis microbiol6gicos se realizaron para comprobar la calidad microbiana del
ajo negro, se basaron en la determinacion de E. Coli, Salmonella y coliformes totales.
Para la ejecucion de estos analisis se tomo el bulbo de ajo integro (bulbillos y
cascara); debido a que el consumidor, a pesar de ingerir Unicamente los bulbillos,

manipula la cascara para lograr tener a la parte comestible.

42531 E. coli

La presencia de Escherichia coli (E. coli) es uno de los indicadores que manifiesta
contaminacion fecal reciente o condiciones higiénicas inadecuadas (NOM-210-
SSA1-2014). La basqueda de E. coli se realiza a partir de los tubos positivos de caldo
Escherichia coli (EC), los cuales se siembran en.medios selectivos y diferenciales:
agar Mac Conkey y agar eosina y azul de metileno (EMB) y posteriormente realizando
las pruebas bioquimicas basicas a las colonias tipicas. Las colonias de E. coli en
agar Mac Conkey son rojas con halo turbio (Figura 16a) y en agar EMB presentan de
2 a 4 mm de diametro, un centro.grande de color oscuro e incluso negro, y tienen

brillo verde metalico cuando se observan con luz refleja (Figura 16b).

La preparacion de la muestra y de las siguientes dos diluciones se realizé de acuerdo
al método de la NOM-110-SSA1-1994 “Preparacion y dilucion de muestras de
alimentos para su analisis microbiologico”. La técnica se llevé a cabo segun el
procedimiento descrito en la NOM-210-SSA1-2014 “Métodos de prueba
microbiologicos. Determinacion de microorganismos indicadores. Determinacion de

microorganismos patogenos”.
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Figura 16. Colonias de E. coli desarrolladas en agar Mac Conkey (a) (Soza, 2017) y
en agar EMB (b) (Faridullah y col., 2016).

42532 Salmonella

Los miembros del género Salmonella spp han sido muy estudiados como patégenos
cuando se encuentran presentes en los alimentos. La determinacién de la presencia
0 ausencia de Salmonella spp, en cierta cantidad de masa o volumen especifico de
producto, se lleva a cabo acorde a lo descrito en el presente método, requiriendo 4
etapas sucesivas: etapa de pre-enriguecimiento, enriquecimiento selectivo,
aislamiento en medios de cultivos selectivos y diferenciales, e identificacion
bioguimica y confirmacién serolégica de los microorganismos (NOM-210-SSA1-
2014).

La preparacion de la muestra y de las siguientes dos diluciones se realizé de acuerdo
al método de la NOM-110-SSA1-1994 “Preparaciéon y dilucion de muestras de
alimentos para su analisis microbiologico”, utilizando como medio de enriquecimiento
caldo soya. La técnica se llevd a cabo segun el procedimiento descrito en la NOM-
210-SSA1-2014 “Meétodos de prueba microbiologicos. Determinacion de

microorganismos indicadores. Determinacion de microorganismos patégenos”.

42533 Coliformes totales

El grupo de los microorganismos coliformes totales es el mas ampliamente utilizado
en la microbiologia de los alimentos como indicador de practicas higiénicas

inadecuadas. El método permite determinar el numero de microorganismos
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coliformes presentes en una muestra, utilizando un medio selectivo (agar bilis y rojo
violeta) en el que se desarrollan bacterias a 35 °C en aproximadamente 24 h, dando
como resultado la produccion de gas y acidos organicos, los cuales viran el indicador
de pH y precipitan las sales biliares (NOM-113-SSA1-1994).

La técnica se llevd a cabo segun el procedimiento descrito en la NOM-113-SSA1-
1994 “Método para la cuenta de microorganismos coliformes totales en placa” vy la
preparacion de la muestra se realizara acorde al método de la NOM-110-SSA1-1994

“Preparacion y dilucion de muestras de alimentos para su analisis microbiolégico”.

4254 Evaluacioén de la calidad sensorial

Para evaluar la aceptacion y preferencia del ajo negro se realizé una prueba sensorial
a 50 panelistas no entrenados con dos muestras de ajo negro: el producto final y una
muestra comercial. El acomodo de las muestras se hizo como lo expone la Figura
17; alos panelistas se les proporcionaron las 2 muestras, agua para enjuagar la boca
entre cada muestra, una servilleta y la hoja de evaluacion (Figura 18) con su
respectiva pluma para responderla. En las indicaciones se les pidi6 a los panelistas,
previo consentimiento informado, que evaluaran los siguientes atributos: apariencia,
sabor, textura y agrado general de ambas muestras y posteriormente indicaran cudl

de las dos muestras era la que preferian.

Figura 17. Acomodo de muestras para evaluacion sensorial.
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EVALUACION SENSORIAL DE AJO NEGRO

Nombre; Edad: Ocupacion: Fecha:

Frente a usted tiene dos muestras de ajo negro. Evalie cada una de las muestras y por favor tome agua
entre cada muestra. Sefiale con un cruz (X) su reaccion frente al producto para cada atributo segin la
escala adjunta.

Muestra:
Me Me No me
disgusta Me disgusta zusta nd me Me gusta Me gusta . Me gusta
mucho disgusta levemente dizgusta levemente muche
Apariencia D

Sabor

[]
Textura D
L]

I R
0 OO OO
1 O O O
[ 00 [0
0 O OO
0 OO OO O

Agrado general
Muestra:
Me Me Nome
disgusta Me dizgusta Zusta nd me Me gusta Me gusta
mucho dizgusta levemente disgusta levemente mucho

Me gusta

Apariencia D D D D D D D
Ssbor O ] ] [ O
- O ] [ [ O

]

Agrado general ] [] [] [] [] []

4.- Al terminar la evaluacion de las dos muestras indique cual fue su muestra preferida y ;porqué?,
MUESTRA PREFRERIDA:

;POR QUE LA ELIGIO?

COMENTARIOS:

Figura 18. Hoja de respuesta para la prueba sensorial de ajo negro.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Estandarizacion del proceso de obtencion de ajo negro

El tratamiento tradicional (TT) evaluado por Rios-Rios y col. (2018) para obtener ajo
negro consiste en almacenar bulbos de ajo fresco en un ambiente de 95% HR y a
70 °C por 30 dias.

En el presente trabajo, en un primer experimento para definir el tiempo de sonicacion
optimo, se colocaron en esas condiciones lotes de 10 bulbos; tanto de bulbos de ajo
fresco (considerados como control), como aquellos que fueron previamente
sonicados a 3, 5, 10, 15y 20 min con una frecuencia de 40 kHz, esta frecuencia esta
definida por el equipo. Durante la ejecucion del experimento en las condiciones de
TT se presentaron inconvenientes con el desarrollo de color esperado en los ajos. La
Figura 19 muestra el cambio de color externo-que presentaron los bulbos de ajo a

los 5 dias de almacenamiento en condiciones de TT.

TO =control, T1 =3 min, T2 =5 min, T3 =10 min, T4 = 15 min, T5 = 20 min.

Se puede observar que el color de la cascara en todos los tratamientos se apreciaba
café claro ligeramente tostado, similar a los bulbos control; pero al observar el color
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y la apariencia de los bulbillos o “dientes", se aprecia que el color desarrollado
presentaba una tonalidad café ligeramente oscuro (Figura 20). De la misma manera

el sabor desarrollado no era el deseado ya que se percibia ain muy pungente.

SR S

Figura 20. Apariencia del bulbillo y bulbo de ajo sonicado por 5 min a 40 kHz y
almacenado por 5 dias de almacenamiento a 95% HR y 70 °C.

Los cambios en los componentes de color L, a* y b* corresponden a los cambios en
el color percibido. Las diferencias de color que se perciben como iguales en este
espacio de color tridimensional tienen distancias iguales. Para validar la diferencia
de color se utiliza una férmula matemética conocida como Delta E (AE o diferencia
total de color con respecto a una referencia), que es la distancia entre dos puntos
dentro del espacio de color L, a* y b*, dicha distancia se puede considerar como la

descripcion matematica de la distancia entre dos colores (CIE, 2018).

En el caso del ajo negro, es deseable que AE externo sea menor y el AE interno sea
mayor, ya que se requiere que la cascara se encuentre ligeramente oscurecida y sea
mucho mas clara que en los bulbillos o dientes, los cuales deben tener un color
mucho mas oscuro; tal como se muestra en el producto comercial “Los Rancheros”
(Figura 21).
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Figura 21. a) Apariencia fisica interna y externa del ajo negro comercial marca “Los
Rancheros”, b) bolsa con 2 bulbos de ajo negro.

En la Figura 22 se muestran los resultados de la diferencia total de color externo (AE)
con respecto al ajo fresco durante el almacenamiento de bulbos de ajo fresco y
previamente sonicados y almacenados en condiciones de TT. A la muestra comercial
de ajo negro “Los Rancheros" se le midid el color externo e interno y se calculé el
valor de AE con base a los datos de ajo fresco de este trabajo, encontrando que el
valor de AE externo fue de 30.44 y el interno de 64.66. Este resultado de color interno
es mayor al reportado por Rios-Rios (2016) en ajo negro (AE = 54.50 + 1.4) obtenido
después de 30 dias en condiciones de almacenamiento de TT, al igual que al valor
de AE = 53.2 + 2.9 ‘que reportd en ajo negro obtenido con pretratamiento de
calentamiento 6hmico (130 V a 70 °C) y almacenado por 12 dias en las mismas
condiciones de TT. De manera general se puede notar que, con el transcurso del
almacenamiento, la cascara de los bulbos tratados y el control se oscurecia cada vez
mas (aumento del AE externo) y después de 11 dias de almacenamiento los valores
de AE fueron superiores al valor de AE externo de la muestra comercial, este mayor
oscurecimiento de la cascara afecto en su calidad visual. También se observé que a
los 5 dias de almacenamiento, el ajo control presentd un valor promedio de AE =
15.93; algunos de los tratamientos (3, 5y 20 min de sonicacién) presentaron valores

mayores de AE externo (19.33, 20.28 y 16.46, respectivamente) a los del ajo control;
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mientras que otros tratamientos (10 y 15 min de sonicacién), presentaron valores
menores (15.87 y 13.35, respectivamente).
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Figura 22. Cambios en el color externo de bulbos de ajo durante su
almacenamiento a 95% HR y 70 °C. TO = control, T1 =3 min, T2 =5 min,
T3 =10 min, T4 = 15 min, T5 = 20 min.

A pesar de los valores obtenidos, no se muestra diferencia estadisticamente
significativa entre el AE externo de los tratamientos y el control al final del
almacenamiento (18 dias). En el color interno (Figura 23) se puede notar que a los 5
dias de almacenamiento, el cambio de color fue significativo con respecto al ajo
fresco; el valor de AE vari6 desde 48.05 hasta 54.23, presentando valores de AE
menores al valor del control los bulbillos de los tratamientos con 3, 10 y 15 min de
sonicacion, en tanto que los tratamientos con 5 y 20 min presentaron valores

ligeramente mayores al control.

Estos resultados sugieren que no hay un claro efecto de la sonicacién sobre la
hidrdlisis de los fructanos que a su vez incremente el desarrollo de color como se
esperaba para este tiempo de almacenamiento (5 dias) (Li y col., 2015; Villamiel y
col., 2017). Como el color desarrollado en las muestras a 5 dias de almacenamiento
era menor a la muestra comercial y al reportado por Rios-Rios (2016), se continud el

almacenamiento de los bulbos tratados.
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Figura 23. Cambios en el color interno (bulbillos) del ajo durante su
almacenamiento a 95% HR y 70 °C. TO = control, T2 = 3 min, T2 =5 min,
T3 =10 min, T4 =15 min, T5 = 20 min.

Después de 11 dias de almacenamiento (Figura 24) el color externo de los bulbos de
ajo negro era mas oscuro (valores de AE entre 33.62 y 44.82 de los bulbos con 15y
20 min de sonicacion, respectivamente) que el de la muestra comercial (AE = 30.44);
mientras que el control registro un valor de AE = 42.04. Por su parte, los bulbillos
continuaron presentando una coloracion café oscura lo que sorprendi6é debido a que
se esperaba que se tornaran negros a medida que transcurrio el almacenamiento. A
pesar de estos resultados, se continu6 con el almacenamiento y a los 18 dias (Figura
25) se puede apreciar que la cascara de los bulbos de todos los tratamientos y el
control se encontraba completamente negra; mientras que los dientes presentaron

un color café oscuro pero no negro (Figura 26).

Lo anterior pudo ser resultado de la elevada HR del ambiente (95%) que ocasiono
gue hubiera absorcion de agua por parte de los bulbos de ajo y a su vez, el agua
adsorbida disolvi6 los componentes solubles (en este caso, algunos de los pigmentos
formados durante la RM que dan color) ocasionando que salieran de los bulbos de
ajo hacia el sistema (lixiviacién), lo que se evidencia en la Figura 27 donde se
observa un exudado de tonalidad negra en el plato que sostenia los bulbos dentro
del frasco. Ademas de que el ambiente era himedo, también estaba caliente (70 °C)
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lo que tendié a aumentar la solubilidad de los diferentes componentes responsables
del color negro (Sarria, 1998; Teunou y Fitzpatrick, 1999).

Figura 24. Bulbos de ajo sonicados y almacenados por 11 dias a 95% HR 'y 70 °C.
TO = control, T1 =3 min, T2 =5 min, T3 =10 min, T4 = 15 min, T5 = 20 min.

Figura 25. Apariencia de los bulbos de ajo sonicados y almacenados por 18 dias a
95% HR 'y 70 °C.
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Figura 26. Apariencia visual de cascara y diente en bulbos de ajo negro
almacenado por 18 dias a 95% HR y 70 °C; previa sonicacion por 10 min.

Figura 27. Lixiviacion en el sistema debido a la alta humedad.

Con la intencion de obtener un producto con calidad similar a la del producto
comercial, se modificaron las condiciones de almacenamiento. Se decidié comenzar
el almacenamiento de ajo fresco y sonicado en un ambiente de HR de 95% por 7
dias y posteriormente disminuir la HR a 75% utilizando una solucion sobresaturada
de NaCl (Labuza; 1976). Con esto se pretendia que al cambiar la HR, el desarrollo
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de color del ajo fuera mas lento permitiendo a su vez que el tiempo fuera el suficiente

para el desarrollo del color y el sabor caracteristico.

La Figura 28a muestra la apariencia de los ajos después de 7 dias de
almacenamiento a 95% HR, se puede apreciar que los bulbos muestran un color café
cenizo un poco mas obscuro (AE = 19.68) que los bulbos de 5 dias de
almacenamiento del experimento anterior (AE = 15.93). Posteriormente, al pasar a la
condicion de 75% de HR se observo que los bulbos se encontraban mas oscuros de
lo deseado (Figura 28b) por lo que el desarrollo del color no fue gradual como se
esperaba, lo cual indico que la disminucion de HR tampoco. era adecuada; esta
apariencia como “quemado” pudo ser debido a que el ambiente caliente (70 °C)

estaba muy seco.

Figura 28. Bulbos de ajo almacenados por 7 dias a 95% HR (a) mas 7 dias a 75%
HR (b).

En un tercer ensayo, se procedié a disminuir el periodo de almacenamiento en
condiciones de 95% HR, estableciendo un almacenamiento inicial a dicha HR por 4
dias y posteriormente cambiar los bulbos a 75% HR; manteniéndolos almacenados
en esa condicidn se monitoreo el tiempo necesario hasta lograr el desarrollo del color
esperado en base a los valores de AE externo e interno de la muestra comercial
(30.44 y 64.66, respectivamente). Con este ajuste, la apariencia visual del ajo fue

significativamente mejor (Figura 29).

Los resultados de color externo e interno de los bulbos de ajo, control (fresco) y
sonicados, almacenados por 8 dias (4 dias a 95% HR mas 4 dias a 75% HR) se

muestran en las Figuras 30 y 31, respectivamente. A los 4 dias de almacenamiento

58



a 95% HR se observa que hubo un importante desarrollo de color tanto externo como
interno, pero los valores de AE aun se encontraban por debajo de los registrados en
la muestra comercial. A los 8 dias de almacenamiento, los valores de AE externo e
interno tuvieron comportamientos similares; ya que para ambos los valores de AE de
los bulbos de ajo control y sonicados fueron en promedio menores (AE externo =
18.01 y AE interno = 57.14) que los del ajo comercial (30.44 y 64.66,
respectivamente) siendo el tratamiento T4 (15 minutos de sonicacion) el que
presento los valores de AE mas cercanos a la muestra comercial (21.77 y 62.62,

respectivamente).

A pesar de que a los 8 dias de almacenamiento se logré-que el color del diente se
tornara negro como consecuencia de la RM (Rios-Rios., 2016; Yuan y col., 2018), el
sabor del producto se percibia aun pungente y con poca dulzura caracteristica del

ajo negro (Zhang y col., 2016; Ryu y Kang, 2017; Yuan y col., 2018).

Figura 29. Bulbo de ajo fresco sonicado por 15 min y almacenado 4 dias a 95% HR
mas 4 dias a 75% HR y 70 °C.

Esto llevo a proponer que el desarrollo de color no es un parametro lo suficientemente
adecuado para establecer el momento en el que se deben retirar los bulbos de ajo
del almacenamiento caliente y humedo, por ello el experimento se detuvo en ese

punto y se procedi6 a la realizacion de un nuevo experimento donde se adicionaron
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dos analisis a realizar durante los muestreos: la determinacion del contenido de
azucares reductores (AR) y del contenido de sdélidos solubles totales (°Bx); esto con
el fin de asegurar que hubiera una adecuada evaluacion del efecto de los diferentes
pretratamientos.
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Figura 30. Cambios en el color externo (AE) del ajo durante su almacenamiento por
4 dias a 95% HR y 70 °C mas 4 dias a 75% HR y 70 °C. TO = control, T1 = 3 min,
T2 =5min, T3 =10 min, T4 = 15 min, T5 = 20 min.
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Figura 31. Cambios en el color interno (AE) del ajo durante su almacenamiento por
4 dias a 95% HR y 70 °C mas 4 dias a 75% HR y 70 °C. TO = control, T1 = 3 min,
T2 =5 min, T3 =10 min, T4 = 15 min, T5 = 20 min.
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5.2  Determinacion de las mejores condiciones de sonicacion

Establecidas las condiciones de almacenamiento de los bulbos de ajo para la
produccion de ajo negro (4 dias a 95% HR 'y 70 °C mas 4 dias a 75% HR a la misma
temperatura), nuevos bulbos de ajo fresco fueron sometidos a los diferentes
tratamientos de sonicacion (Cuadro 4). Se establecieron 3 pardmetros como base
para determinar las mejores condiciones de sonicacion: contenido de AR, contenido

de solidos solubles totales (°Bx) y color tanto interno como externo.

5.2.1 Determinacion de azUcares reductores

El contenido de AR se considera un factor importante durante el proceso de
almacenamiento ya que se requiere de este tipo de azlcares y de los aminoacidos
para que se presente la RM, lo que ayuda al correcto desarrollo de las caracteristicas

organolépticas del ajo negro (Kimura y col., 2017).

Durante el procesamiento del ajo negro hay 2 factores que influencian el contenido
de AR, la degradacion de los polisacaridos (fructanos) a AR y el consumo de estos
azucares libres durante la RM (Zhang'y col. 2016). Lu y col. (2018), demostraron que
el tratamiento térmico tiene un mayor efecto en la degradacion de polisacéaridos del
ajo que la acciéon de enzimas presentes en el mismo; estos investigadores inactivaron
las enzimas en ajo fresco por medio de escaldado y en los ajos tratados se
presentaron cambios de color, lo que indico que habia suficientes AR que
participaron en la RM. Ademas, los ajos a los que se les inactivaron las enzimas
presentaron mayor contenido de AR durante el tratamiento térmico que el ajo fresco;
esto se debié a que la inactivacion de enzimas se hizo por medio de escaldado
(inmersién por 5 min en agua hirviendo) lo que pudo destruir la membrana celular
dejando mas expuestos los polisacaridos, haciéndolos mas susceptibles a la
hidrolisis y posterior participacion en la RM; en otras palabras, los polisacaridos
(fructanos) pueden degradarse sin la participacion de enzimas, y la inactivacion de

éstas no afecta en el desarrollo del color ni en la acumulacion de AR.
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En la Figura 32 se observa el cambio en el contenido de AR del ajo durante el tiempo
de almacenamiento; de manera general se aprecia que durante el paso del tiempo el
contenido de AR aumentd en todas las muestras evaluadas y al final del
almacenamiento se puede observar que los ajos con mayor contenido de AR fueron
los de los tratamientos control (TO), con 10 min de sonicacion (T3) y con 15 min de
sonicacion (T4) con valores de 298.54, 297.23 y 321.44 g/L, respectivamente. Los
resultados mostrados en la Figura 32 son similares a los reportados por Choi y col.
(2014) cuyos resultados mostraron que el contenido de- AR aumenta
aproximadamente 6 veces en el almacenamiento para la produccion de ajo negro,
desde los primeros dias hasta el final del proceso; este resultado es traducido en un
incremento de los AR (principalmente fructosa) en el ajo negro en comparacion con
el ajo fresco. Se realizd un andlisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos
y se encontré que habia diferencias estadisticamente significativas (p valor menor a

0.05) en el contenido de AR entre los bulbos control y los pretratados con sonicacion.
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Figura 32. Efecto del tiempo de sonicacion en el contenido de azlcares reductores
(AR) del ajo durante el almacenamiento para la obtencién de ajo negro.
TO = control, T1L =3 min, T2 =5 min, T3 =10 min, T4 = 15 min, T5 = 20 min.
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Se esperaba que la sonicacién ayudaria a aumentar el contenido de AR en el ajo
negro debido a que, como lo explican Li y col. (2015), al aplicar un pretratamiento
capaz de destruir la estructura de las células (como es la sonicacion) las sustancias
intracelulares y los fructanos que contiene el ajo se hidrolizarian en monosacaridos
aumentando el contenido de AR que participarian posteriormente en la RM.

Por otro lado, Villamiel y col. (2017) explicaron que la irradiacién ultrasonica, ya sea
en condiciones de baja o alta energia, es un método adecuado para llevar acabo la
depolimerizacion de carbohidratos de alto peso molecular por medio de cavitacion,
en la que se produce una degradacion mecanica durante el colapso de las burbujas
de aire, lo que provoca un aumento de temperatura en la zona de burbujas y
oscilaciones de presion propagadas a través del material. Sin embargo, en base a
los resultados obtenidos, se observa en la Figura 32 gque al final del almacenamiento
Unicamente el tratamiento T4 (15 min de sonicacion) mostro que el uso de sonicacién
como pretratamiento tiene efecto en el aumento del contenido de AR, porque fue el
Unico tratamiento donde dicho contenido (321.44 g/L) fue mayor que el de las

muestras control (298.54 g/L).

Dado lo anterior, en base a este parametro no se aprecié, como era esperado, el
efecto del uso de sonicacion para la obtencién de ajo negro con sabor mas dulce y

por ende, menor resabio pungente.

5.2.2 Determinacién de grados Brix

Los °Bx son un parametro de calidad importante, ya que el aumento en el contenido
sélidos solubles totales (determinados como °Bx) en los bulbos de ajo son la razén
de su dulzura caracteristica (Toledano y col., 2016). En la Figura 33 se observa el
aumento en el contenido de °Bx en el ajo durante el almacenamiento. Al finalizar el
almacenamiento, se aprecia que los bulbos de ajos con mayor contenido de °Bx
fueron a los que se les aplicaron los tratamientos de 15y 20 min de sonicacion (T4 y
T5) con valores de 50 y 46.9 °Bx, respectivamente. En diversos estudios (Toledano
y col., 2016; Toledano y col., 2019) se ha demostrado que durante el almacenamiento

de bulbos de ajo para obtencion de ajo negro aumenta el contenido de °Bx; los
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resultados obtenidos en los dias 16, 20 y 24 de almacenamiento son similares a los
obtenidos en los estudios mencionados anteriormente. En la Figura 33 también
puede observarse que la sonicacién tuvo un efecto en el contenido de °Bx ayudando
a que estos incrementaran, dicho efecto fue apreciable particularmente en el
tratamiento T4 donde el contenido de °Bx fue mayor que en el TO a partir de los 12
dias de almacenamiento. Los resultados de la prueba ANOVA mostraron que no
hubo diferencias estadisticamente significativas (p valor mayor a 0.05) en el
contenido de °Bx entre los bulbos de ajo de los distintos tratamientos y el control a

los 16, 20 y 24 dias de almacenamiento.
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Figura 33. Efecto del tiempo de sonicacion en el contenido de solidos solubles (°Bx)
del ajo. durante el almacenamiento para la obtencion de ajo negro. TO = control,
T1=3min, T2 =5min, T3 =10 min, T4 = 15 min, T5 = 20 min.

El contenido de °Bx mostré de mejor manera, que el contenido de AR, el efecto que
tiene el uso de sonicacion como pretratamiento. Posiblemente debido a que, como
exponen Toledano y col. (2016), el aumento en el contenido de sélidos solubles (°Bx)
se debe a la hidrdlisis de fructanos y este aumento puede ser la razon del

caracteristico dulzor del ajo negro.
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5.2.3 Evaluacién de color

Durante el almacenamiento del ajo el color de los bulbillos cambi6é a marrén oscuro
y posteriormente a negro, principalmente debido a la formacién de numerosos
compuestos resultantes de la reaccion del pardeamiento no enzimatico o Maillard
(Zhang y col., 2016).

En la Figura 34 se observa que a los 4 dias de almacenamiento a 95% HR los bulbos
tratados y el control presentan un valor promedio de AE externo alrededor de 15y
este valor incrementé casi al doble a los 8 dias de almacenamiento a una HR del
75%; es posible que la menor HR haya acelerado la reaccidon. A los 16 dias de
almacenamiento, los bulbos del tratamiento T4 (15 min de Ssonicacidn) presentaron
los menores valores de AE externo (23.45) seguido de los bulbos del T5 (20 min de
sonicacion) con valores promedio de (25.34) 'y estos tratamientos fueron
estadisticamente diferentes al resto de los tratamientos y el control. A los 20 dias de
almacenamiento se observa que los bulbos de los tratamientos TO (control), T1, T2
y T5 presentaron valores similares y por arriba de 40; mientras que el T3 y T4
presentaron menores valores, siendo el T4 el que registro el menor valor (36.96). A
24 dias de almacenamiento los bulbos de los tratamientos T1 y T2 presentaron un
mayor oscurecimiento externo-con valores de 53.65 y 52.90, respectivamente, los
cuales fueron estadisticamente diferentes al control (43.65). Por su parte los
tratamientos T3, T4 y T5 no presentaron diferencia estadistica significativa entre ellos
y el control; sin-embargo el T4 y T5 presentaron los menores valores (41.93 y 41.99,
respectivamente) de AE externo. Como se puede apreciar, un menor valor de AE
externo sugiere una mejor apariencia visual debido a que la cascara se observa
ligeramente tostada, como puede observarse en las Figuras 36 y 37 que muestran
gue los bulbos de los tratamientos T4 y T5 (presentaron menor desarrollo de color
en la cascara. Por otra parte, en la Figura 35 se observa de manera general, que la
sonicacion no tuvo el efecto esperado en el desarrollo de color en el diente de ajo,
ya que se puede apreciar que después del dia 16 de almacenamiento no hubo
diferencia significativa en el valor de AE interno de todos los tratamientos, de igual

manera esto se puede observarse en las Figuras 36, 37 y 38.
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Figura 34. Efecto del tiempo de sonicacion en el AE externo del ajo durante el
almacenamiento para la obtencion de ajo negro. TO = control, T1 = 3 min,
T2 =5 min, T3 =10 min, T4 = 15 min, T5 = 20 min.
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Figura 35. Efecto del tiempo de sonicacion en el AE interno del ajo durante el
almacenamiento para la obtencion de ajo negro. TO = control, T1 = 3 min,
T2 =5min, T3 =10 min, T4 = 15 min, T5 = 20 min.
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Figura 36. Color interno y externo de ajo almacenado a 16 dias con diferentes
tiempos de sonicacion (de izquierda a derecha: ajo crudo, TO, T1, T2, T3, T4y T5).
TO =control, T1 =3 min, T2=5min, T3 =10 min, T4 = 15 min, T5 = 20 min.
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Figura 37. Color interno y externo de ajo almacenado a 20 dias con diferentes
tiempos de sonicacién (de izquierda a derecha: ajo crudo, TO, T1, T2, T3, T4y T5).
TO = control, TL =3 min, T2 =5 min, T3 =10 min, T4 = 15 min, T5 = 20 min.

Figura 38. Color interno y externo de ajo almacenado a 24 dias con diferentes
tiempos de sonicacion (de izquierda a derecha: ajo crudo, TO, T1, T2, T3, T4y T5).
TO = control, T1L =3 min, T2 =5 min, T3 =10 min, T4 = 15 min, T5 = 20 min.
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Toledano y col. (2016) reportaron un comportamiento similar en los resultados de AE
interno en su experimento, donde evaluaron cambios de color en bulbos enteros y
dientes de ajo pelados, ellos obtuvieron que al inicio del almacenamiento hubo un
mayor oscurecimiento en los dientes pelados debido principalmente a una exposicion
mas prolongada al aire y a la luz; pero de igual manera que en el experimento
realizado en este trabajo de tesis, la diferencia se compensé en pocos dias con el
tratamiento térmico y al final del almacenamiento se alcanz6 una intensidad de

oscurecimiento similar en todas las muestras.

5.3 Determinacién del tiempo de almacenamiento

Conforme a los resultados obtenidos y discutidos en ‘los puntos 5.2.1 a 5.2.3, se
determind que el mejor tratamiento para la produccion de ajo negro fue el T4 (15 min
de sonicacién); en vista de que los ajos obtenidos con este tratamiento tuvieron
mayor contenido de °Bx (lo que les permite-ser mas dulces), un valor de AE externo
menor (por lo que la cascara no se oscurecid en exceso, sino ligeramente) y mayor
en el color interno (dientes negros) y a su vez mayor contenido de AR (lo que muestra
un adecuado balance entre la tasa de produccién y la de consumo) que los ajos

negros obtenidos con los otros tratamientos y el ajo negro comercial.

Establecido el tiempo de sonicacién adecuado para la produccion de ajo negro, se
proceso un nuevo lote de ajos aplicando el tiempo de sonicacién del tratamiento T4
(15 min). Se establecieron 4 parametros como base para determinar cuél seria el
mejor tiempo de almacenamiento: contenido de AR, contenido de sélidos solubles
totales (°Bx), textura y color interno y externo. Los tiempos en los que se realizaron

estos analisis fueron 16, 20 y 24 dias de almacenamiento.

5.3.1 Determinacion de azucares reductores

En este lote de ajos, los bulbos que fueron almacenados durante 16 dias presentaron
un sabor dulce agradable, mientras que los que se almacenaron por 20 y 24 dias
perdieron parte del dulzor y adquirieron un sabor amargo que se percibié como no
agradable. La causa de esto se observa en la Figura 39 donde se aprecia que cuando
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los bulbos de ajo son almacenados en un tiempo mayor a 16 dias, el contenido de
AR comienza a disminuir significativamente (el p valor de la prueba ANOVA fue
menor a 0.05) de un valor de 310.23 mg/g (16 dias de almacenamiento) a 252.95
mg/g (20 dias) y posteriormente a 217.39 mg/g (24 dias); por lo que el
almacenamiento excesivo de ajo durante la produccion de ajo negro provoca una
disminucién en el contenido de AR lo que a su vez afecta la calidad sensorial debido

a la pérdida del sabor dulce caracteristico de este producto.
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Figura 39. Contenido de azucares reductores (AR) en ajo negro pretratado con
sonicacion por 15 min a 16, 20 y 24 dias de almacenamiento.

Esta disminucion en el contenido de AR es explicada por Zhang y col. (2016) en cuyo
estudio almacenaron ajo a diferentes temperaturas (60, 70, 80 y 90 °C) y encontraron
gue durante todo el proceso el contenido de AR mostré una tendencia ascendente
en las muestras que se encontraban a 60 y 70 °C, lo que indica que bajo estas
temperaturas la tasa de formacion de AR fue mas rapida que su tasa de consumo en
la RM. Mientras que en las muestras almacenadas a 80 y 90 °C el contenido de AR
aumento notablemente en la etapa inicial (la tasa de acumulacion de AR excedi6 su
tasa de consumo) pero estas altas temperaturas también favorecieron la velocidad

de la RM, lo que condujo a que la tasa de consumo de AR excediera su tasa de
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acumulacién. Como resultado, el contenido de AR mostr6 una tendencia
descendente en la etapa posterior del procesamiento. Esto explica que en el
almacenamiento se presentara una disminucion en el contenido de AR, debido al

calentamiento excesivo.

5.3.2 Determinacion de grados Brix

A diferencia de los AR, en la Figura 40 se observa que cuando el periodo de
almacenamiento supera los 16 dias, el contenido de °Bx aumenta, desde 34.74 °BX,

hasta 38.20 °Bx a los 24 dias de almacenamiento.
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Figura 40. Contenido solidos solubles (°Bx) en ajo negro pretratado con sonicacion
por 15 min a 16, 20 y 24 dias de almacenamiento.

Sin embargo, ese aumento no es muy grande por lo que al comparar los resultados
por medio de la prueba ANOVA se encontré que la diferencia en el contenido de °Bx
no es estadisticamente significativa (p valor mayor a 0.05), por lo que podria
considerarse que el aumento de °Bx después de los 16 dias de almacenamiento es
despreciable. Ademas de que a nivel sensorial, este aumento de °Bx no fue percibido
por los panelistas como un incremento en el sabor dulce de los ajos almacenados

durante un mayor tiempo; por el contrario, dicho dulzor no fue perceptible.
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Los resultados que se muestran en la Figura 40 son ligeramente menores a los
reportados por Toledano y col. (2016); esto puede ser debido a que, como se
menciono en dicho estudio, a mayor temperatura de almacenamiento se incrementa
el contenido de °Bx, en ese estudio las temperaturas de almacenamiento que se
manejaron fueron: 72, 75y 78 °C; por lo que al utilizar 70 °C como temperatura de
almacenamiento, en este experimento, es de esperarse que el contenido de °Bx sea

menor al reportado por los autores mencionados anteriormente.

5.3.3 Evaluacién de color

En la Figura 41 se muestra que después de 16 dias de almacenamiento el valor de
AE externo aumento de 28.27 a 35.34 a los 20 dias y hasta un valor de 36.10 a los
24 dias; por lo que a 20 y 24 dias de almacenamiento la apariencia externa del ajo
no es la deseada y pierde calidad visual por 0scurecimiento excesivo de la cascara
(como puede verse en las figuras 37 y 38 donde la cascara ya no se ve ligeramente
tostada sino pareciera “‘quemada”). Por otro lado; en la Figura 42 se aprecia que
después del dia 16 de almacenamiento el valor de AE interno disminuye desde 65.43
a 63.84 a los 24 dias, debido a que algunos de los componentes que dan el color
oscuro son solubles y migran del diente de ajo a la cascara indicando que con un
almacenamiento mayor-a 16 dias se tendrd una cascara mas oscura de lo deseado
y el diente de ajo serda mas claro, ademas de que la migracion de azlcares a la
cascara produce que disminuya el sabor dulce esperado en el diente de ajo.

Los resultados de la prueba ANOVA determinaron que no habia diferencias
estadisticamente significativas (p valor mayor a 0.05) en el valor de AE interno y
externo a los 16, 20 y 24 dias de almacenamiento; sin embargo, de acuerdo a lo que
se observa en las figuras 36, 37 y 38 el cambio en el valor de AE externo despueés
de los 16 dias de almacenamiento es visualmente diferente, a pesar de no ser

diferente estadisticamente.

71



70
60

50

|
20 ]

1

I
30 \ v it
20 y
10
0 — — -
16 20 24

Tiempo de almacenamiento a 75% HR y 70 2C (dias)

AE

Figura 41. AE externo en ajo negro pretratado con sonicacion por 15 min a 16, 20y
24 dias de almacenamiento.
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Figura 42. AE interno en ajo negro pretratado con sonicacion por 15 min a 16, 20 y
24 dias de almacenamiento.

5.4  Andlisis de calidad del producto final y una muestra comercial

Una vez establecidas las condiciones de produccion (pretratamiento de sonicacién
en los bulbos de ajo fresco por 15 min a 40 kHz, posteriormente almacenamiento a
70 °C con 95% de HR por 4 dias y después a 75% HR por 12 dias mas), se realizaron
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los andlisis de calidad (fisicoquimicos, bromatoldgicos, microbiologicos y sensoriales)
a los bulbos de ajo obtenidos en esas condiciones. Los andlisis realizados a los
bulbos de ajo considerados como el producto final se realizaron también a un ajo

negro comercial de la marca “Los Rancheros” con fines comparativos.

5.4.1 Determinacion de textura

La textura del ajo negro se determind a través de un analisis del perfil de textura
(TPA), midiendo la adhesividad, cohesividad, elasticidad, gomosidad, masticabilidad
y dureza de la muestra. Solo para este parametro se decidio analizar las muestras
de ajo obtenidas en las condiciones descritas anteriormente en el punto 5.4 pero a

16, 20 y 24 dias de almacenamiento, los resultados se muestran en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Parametros de textura del producto final (con 16, 20 y 24 dias de
almacenamiento a 75% HR y 70 °C) y la muestra comercial.

i ) / ) Muestra
Parametro 16 dias 20 dias 24 dias _
Comercial
. 0.283 +0.194 | 0.267 +0.266 | 0.060 + 0.055 | 0.525 + 0.247
Adhesividad (mJ)
ab ab b a
. 0.333+£0.490 | 0.632 +£0.235 | 0.700 + 0.183 | 1.065 + 0.332
Cohesividad
a a a a
. 0.900 + 0.368 | 0.902 + 0.154 | 0.680 + 0.303 | 0.850 + 0.042
Elasticidad
a a a a
) 0.335+0.370 | 0.607 £0.375 | 1.020 + 0.365 | 0.350 £ 0.212
Gomosidad (N)
ab ab b a
Masticabilidad | -0.650 + 0.370 | -0.120 + 0.471 | 1.100 + 0.458 | -0.850 + 0.071
(mJ) ab b c a
0.523 £ 0.215 | 0.747 £0.238 | 1.492 + 0.695 | 0.645 + 0.361
Dureza (N)
a ab b ab

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p<0.05).
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La cohesividad es la fuerza de los enlaces internos que mantiene la estructura de
una muestra, representa la resistencia de un material a una segunda deformacion
(Torres y col.,, 2015). En el experimento, en base a este parametro no hubo
diferencias estadisticamente significativas (p valor mayor a 0.05) entre la muestra
comercial y las muestras de los 3 periodos de almacenamiento (16, 20 y 24 dias). El
valor fue aumentando a mayor tiempo de almacenamiento, esto se debié a que a
mayor tiempo de almacenamiento la muestra fue perdiendo humedad por la HR baja
(75%) en la que se encontraba; lo que ocasiond que la muestra fuera mas secay a
su vez, mas resistente a la deformaciéon. Esto concuerda con lo.reportado en el
estudio de Rahman y Al-Farsi (2005) donde evaluaron el efecto del contenido de
humedad en las muestras en diferentes parametros de textura de los alimentos y sus
resultados mostraron que con la disminucion del contenido de humedad, aumentaba

el valor de cohesividad.

El valor de dureza aumento directamente con el tiempo de almacenamiento, debido
a que a mayor tiempo de almacenamiento habia mas exposicion a la atmdsfera con
HR baja (75%) por lo que se propicié la pérdida de humedad del producto haciéndolo
més seco y duro; los resultados indican que las muestras con 16 dias de
almacenamiento son similares a la muestra comercial y a las de 20 dias, pero
diferente a las muestras de 24 dias de almacenamiento; llama la atenciéon que las
muestras de 24 dias de-almacenamiento no presentan diferencia estadistica con la
muestra comercial, pero esto es debid a la gran dispersiéon de los datos de la muestra
a 24 dias de almacenamiento. De manera similar a la cohesividad, estos resultados
son similares-a los reportados por Rahman y Al-Farsi (2005), quienes reportaron un
aumento de la dureza con la disminucion del contenido de humedad en la muestra.
Del mismo modo que ocurrio con la cohesividad, los valores de dureza en las
muestras de los 3 periodos de almacenamiento no presentaron diferencia

significativa con respecto al ajo negro comercial.

La gomosidad es la fuerza necesaria para desintegrar una muestra de alimento
semisélido a un estado tal que facilite su ingesta y es el producto de la dureza y la

cohesividad (Torres y col.,, 2015) por lo que al haber relacion directamente
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proporcional entre estos 2 parametros y el tiempo de almacenamiento, dicha relacién
también existié con la gomosidad (a mayor tiempo de almacenamiento mayor es el
valor de gomosidad). Este parametro Unicamente presentd diferencia
estadisticamente significativa (p valor menor a 0.05) en la muestra almacenada por

24 dias a comparacion de la muestra comercial.

En el Cuadro 5 se observa que a los 24 dias de almacenamiento el valor de
elasticidad fue menor, esto se debid a la pérdida de humedad que tuvo el ajo por
haberse almacenado mayor tiempo a HR mas baja (75%); Kimura y col. (2017) de
igual manera reportaron que al disminuir el contenido de humedad en el ajo negro
disminuye su suavidad y su elasticidad. El andlisis estadistico de los datos evidenci6
gue no hubo diferencias estadisticamente significativas entre las muestras de los 3
tiempos de almacenamiento y la muestra comercial (el p valor fue mayor a 0.05) en

cuanto a la elasticidad.

En el caso de la adhesividad, se evidenci6 diferencia estadistica (p valor menor a
0.05) entre la muestra de 24 dias de almacenamiento y la comercial. Por otra parte,
en cuanto a la masticabilidad hubo diferencia significativa en las muestras que fueron

almacenadas por 20 y 24 dias.

De acuerdo con estos resultados se confirmé que el almacenamiento de ajo por 16
dias es mejor para la produccién de ajo negro ya que se obtiene un producto con
textura similar a la muestra comercial (que se tomd como referencia de calidad) lo
gue se comprobé al no haber diferencia estadistica significativa en ninguno de los 6
parametros entre la muestra de ajo procesada por 16 dias y la muestra comercial.
En base a esto, los posteriores analisis de calidad se realizaron Unicamente a la
muestra que fue almacenada por un total de 16 dias; a esta muestra se le denomino

producto final.

5.4.2 Andlisis fisicoquimicos del producto final

En el cuadro 6 se muestran los paradmetros fisicoquimicos del producto final y de la

muestra comercial “Los Rancheros”. Se puede notar que el contenido de AR y los
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°Bx fueron mayores en el ajo negro obtenido con pretratamiento de sonicacién por
15 min a 40kHz y almacenado por 16 dias (4 dias a 95% HR y 12 dias a 75% HR y
70 °C) que en el ajo negro comercial. En el caso de los °Bx, la diferencia no fue
estadisticamente significativa (el p valor fue mayor a 0.05) mientras que el contenido
de AR si lo fue (p valor menor a 0.05) entre las muestras siendo 26% mayor en el
producto final que en la comercial; lo cual se pudo evidenciar en la mayor percepcion

de sabor dulce y agradable del ajo negro obtenido en este trabajo.

Cuadro 6. Comparacion de los parametros fisicoquimicos del producto final y la
muestra comercial.

Parametro Producto final obtenido Muestra comercial
AR (mg/g) 310.226 + 33.845 a 231.342 +38.721 b
°Bx 34.735+£6.329 a 33.709 £ 0.163 a
AE interno 65.427 £2.390 a 64.657 £1.753 a
AE externo 28.270+4.493 a 30.439 £1.290 a
pH 3.836 +0.101 a 4.081 + 0.396 a
Acidez titulable (%) 0.913+0.033 b 0.691 £ 0.045 a
Aw 0.925+0.013 a 0.918 £ 0.004 a

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p<0.05).

En cuanto al color, tanto en el AE externo como en el interno, no se encontrd
diferencia estadisticamente significativa (p valor mayor a 0.05) entre el producto final
y la. muestra comercial. Por su parte, el ajo negro obtenido de este trabajo (producto
final) presentd un valor de pH menor que el de la muestra comercial, lo que explica
a su vez la mayor acidez titulable; siendo estadisticamente diferentes (p valor menor
a 0.05) los valores de acidez titulable en el producto final y la muestra comercial, pero
en los valores de pH no hay diferencia significativa (p valor mayor a 0.05). Durante

la RM el pH de los alimentos tiende a disminuir como consecuencia de la generacion
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de acidos carboxilicos (Rios-Rios, 2016). Choi y col. (2014) reportaron un valor de
pH = 3.7 para ajo negro almacenado por 35 dias a 90% HR y 70 °C, valor similar al
obtenido en el producto final de este trabajo. Por su parte, los valores de Aw para
ambas muestras; producto final y muestra comercial, no fueron diferentes

estadisticamente.

5.4.3 Andlisis bromatolégicos del producto final

En el Cuadro 7 se puede observar que el producto final tuvo un porcentaje de
humedad menor a la muestra comercial, esto puede deberse a que en este
experimento se realiz6 el cambio de HR a una menor (75%) después de 4 dias de
almacenamiento a 95% por lo que al ser menor la. HR ocasion6 que el producto
tuviera menor humedad por el equilibrio entre humedades del ambiente (HR) y el

mismo producto.

Cuadro 7. Comparacion de parametros bromatoldgicos del producto final y la
muestra comercial (datos obtenidos de la etiqueta).

Parametro Producto final Muestra comercial
Humedad (%) 49.260 + 2.129 53.100
Cenizas (%) 2.270 £ 0.394 1.660
Grasa (%) 0.000 £ 0.000 0.000
Proteina (%) 7.370 £1.981 7.000
Vitamina C (mg/100 g) 4.605 + 0.585 12.000
Sodio (%) 0.700 £ 0.197 0.020

El contenido de humedad obtenido en el producto final se encuentra dentro del
optimo para este producto; Kimura y col. (2017) reportaron que el ajo negro con
porcentaje de humedad entre 40 y 50% es adecuado para comer debido a su

suavidad y elasticidad; asimismo, Bae y col. (2014) reportaron un porcentaje de
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humedad de aproximadamente 49% en ajo negro almacenado por 45 dias a 70 °Cy
70% HR, valor consistente con el obtenido en el producto final del presente trabajo.
El porcentaje de humedad de la muestra comercial (53.1 %) fue cercano al valor
reportado por Botas y col. (2019) de 54%.

Tanto en el producto final como en la muestra comercial, el contenido de grasa es
tan bajo que no se pudo cuantificar. Los valores de cenizas y proteina fueron mayores
en el producto final que en la muestra comercial, esto pudo ser porque con la pérdida
de humedad se concentraron los solutos presentes y por ende los porcentajes
aumentaron ligeramente. El porcentaje de proteina del producto final es similar al
valor de 7.4% reportado por Botas y col. (2019), mientras que en el mismo estudio
se reporta un valor de cenizas de 3.2%, distintivamente mayor a los valores obtenidos
en el producto final y el comercial; no obstante, en dicho estudio se menciona que el
valor de cenizas reportado es mayor a los reportados por otros autores
(Haciseferogullari y col., 2005; Suleria y col., 2012; Khalid y col., 2014).

El contenido de vitamina C fue menor en el producto final que en la muestra
comercial, y este valor concuerda con el reportado por Rios-Rios (2016), quien
reportd que la disminucién en el contenido de vitamina C durante la produccion de
ajo negro es efecto principalmente del procesamiento térmico y la severidad que
tendra en dicha disminucion depende de las diferentes condiciones que se empleen
para la produccion, por lo que el tratamiento térmico empleado en el experimento
pudo tener efectos sobre la disminucién de vitamina C. Ademas la vitamina C (acido
ascorbico) también participa en las reacciones de oscurecimiento (Yu y col., 2018),

lo cual pudo contribuir a su menor concentracion.

5.4.4 Andlisis microbiolégicos del producto final

En los alimentos, la actividad de agua influye selectivamente tanto sobre la
multiplicacion de los microorganismos patogenos transmitidos por ellos como sobre
la naturaleza de la flora alterante. La mayoria de los microorganismos se desarrollan
a valores de Aw comprendidos entre 0.89 y 1.0, y conforme disminuye el valor de Aw

dejan de multiplicarse progresivamente, se sabe que por debajo de 0.85 no crecen
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las bacterias patdégenas, ni casi ningun otro tipo de bacteria, sélo pueden
desarrollarse algunos hongos (mohos) y levaduras (Garcia, 2017).

El ajo negro tiene una Aw alta (0.918 - 0.925) por lo que puede soportar la
proliferacion de microorganismos especialmente bacterias. Segun Qiu y col. (2018),
las cepas microbianas, especialmente las endofitas, pueden sobrevivir en este
alimento gracias a la alta humedad. Ademas, investigaron el total de bacterias y
enddfitos durante el procesamiento del ajo negro en las mismas condiciones basadas
en enfoques dependientes del cultivo, lo que indica que hubo un cierto nimero de
cepas microbianas durante el procesamiento. En vista de la consideracion anterior,
dedujeron que la “fermentacién” microbiana existia en el procesamiento, aunque

podria ser débil y desempefiar un papel menor.

Los resultados obtenidos en este experimento indican que no se presentd o no se
evidenci6 la presencia de microorganismos en el producto final ni en la muestra
comercial; estas muestras no presentaron desarrollo de colonias en medios de cultivo
como el agar EMB ni en el agar Mac Conkey, por lo que se descarta la presencia de
E. coli en las muestras. También se descart6 la presencia de Salmonella ya que no
hubo crecimiento de colonias en-agar XLD con novobiocina para ninguna las
muestras. Ngan y col. (2017) evaluaron la actividad antimicrobiana en ajo negro y
encontraron en todas las muestras analizadas que fueron efectivas contra
Salmonella gram negativa y Listeria monocytogenes gram-positiva; o que sugiere
gue si las muestras de ajo negro evaluadas en este trabajo se hubieran contaminado
con Salmonella el efecto antimicrobiano del ajo negro pudo ser la razén por la que
no se evidencio su presencia. Por su parte; Botas y col. (2019) evaluaron la actividad
antimicrobiana en ajo negro frente a diversas bacterias patégenas (entre ellas E. coli)
y obtuvieron que el ajo negro mostrd actividad antibacteriana contra todas las
bacterias evaluadas, dicha actividad se relacion6 con las moléculas bioactivas que
contiene como sus compuestos organosulfurados; ademas de que hubo un aumento
del contenido de fenoles y flavonoides en el ajo negro en comparacion al ajo fresco
(Jang y col., 2017; Kimura y col., 2017).
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Por ultimo, se encontré que tampoco hubo presencia de coliformes en el producto
final ni en la muestra comercial; lo que explica que no hubiera presencia de E. coli,
como se menciono anteriormente. No existe una norma mexicana que establezca
especificaciones para el ajo negro por lo que no se tienen limites permisibles
microbiologicos, pero en el Cuadro 8 se muestran los valores obtenidos del analisis
para Salmonella, E. coli y coliformes en el producto final y el comercial comparados
con los limites permisibles reportados en la norma NOM-210-SSA1-2014; donde no
se especifica un limite de coliformes ya que el valor para cada matriz alimentaria es

variable.

Cuadro 8. Comparacion entre el producto final, comercial y las especificaciones de
la NOM-210-SSA1-2014*,

Salmonella E. coli Coliformes
Muestra
(UFCl/g) (UFCl/g) (UFCl/qg)
Producto final Negativo Negativo <10
Ajo negro comercial Negativo Negativo <10
Valor de norma Negativo* Negativo* No aplica

La ausencia de los microorganismos mencionados anteriormente en el ajo negro
puede deberse también a la temperatura de almacenamiento a la que se exponen
los bulbos de ajo fresco durante la produccién de ajo negro (70 °C). Buzrul y Alpas
(2007) reportaron la inactivacion de 4 patdgenos transmitidos por los alimentos
(L. monocytogenes, Salmonella, E. coli y S. aureus) a temperatura moderada
(60 °C); mientras que Cota y Ponce (2008) reportaron que los coliformes mueren al
encontrarse en temperaturas mayores a 50 °C; por su parte Tchobanoglous y col.
(2003) reportaron que tanto Salmonella como los coliformes (donde se incluye a
E. coli) mueren al estar expuestos a temperatura de 55 °C por una hora o entre 15y
20 min a 60 °C. Por su parte, Dos Santos (2007) reporto que E. coli puede sobrevivir

hasta en un pH minimo de 3.6; mientras que Salmonella puede desarrollar a un pH
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minimo de 3.8. Es por ello que a pesar de que los valores de pH (3.8 en el producto
final y 4.1 en el comercial) y de Aw (0.93 y 0.92, respectivamente) pudieran propiciar
el crecimiento de microorganismos, no se pudo evidenciar la presencia debido a su
eliminacién por la exposicion a la alta temperatura empleada durante el proceso de
produccién (70 °C).

5.4.5 Andlisis sensorial del producto final

Se realiz6 la evaluacion sensorial del producto final comparandolo con la muestra
comercial de ajo negro; los panelistas debian evaluar las muestras en diferentes
atributos (apariencia, sabor, textura y agrado general) usando una escala hedoénica
de siete puntos e indicar cual de las dos muestras preferian. Los resultados de la
evaluacion de atributos del producto final y del comercial se muestran en las Figuras
43y 44,
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Figura 43. Calificacién de los panelistas en la evaluacién de atributos del ajo negro
producido experimentalmente (producto final).

En la figura 43 se observa que las calificaciones otorgadas por los panelistas al ajo

negro producido experimentalmente (producto final) a los atributos evaluados fueron
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en la escala hedonica de “me gusta mucho” para el sabor (seleccionada por el 70%
de los panelistas) y el resabio (34%); de “me gusta” para la apariencia (46%), textura
(58%) y agrado general (68%). Para el atributo de resabio, no hubo una tendencia
del todo clara, ya que las 2 calificaciones mas elegidas fueron “me gusta mucho”
(34%) y “me gusta levemente” (30%). De manera general, la tendencia en las
evaluaciones de los panelistas para el producto final fue en las calificaciones “me

gusta” y “me gusta mucho” es decir hacia el agrado de la muestra.

Por su parte, en la Figura 44 se puede notar que las calificaciones asignadas por los
panelistas a los atributos evaluados en el producto comercial fueron de “me gusta
mucho” para la textura (58%) y “me gusta” para la apariencia (60%), sabor (74%),
resabio (44%) y agrado general (72%). Al igual que en el producto final (ajo negro de
este trabajo), la mayor concentracion en las evaluaciones de los panelistas para el

ajo negro comercial fue en las calificaciones de “me gusta” y “me gusta mucho”.
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Figura 44. Calificacién de los panelistas en la evaluacién de atributos del ajo negro
comercial.

En cuanto a la preferencia por los panelistas, la mayoria (70%) escogi6 la muestra
de ajo obtenido con pretratamiento de sonicacion. Esta mayor preferencia de los

panelistas por el producto final concuerda con lo mostrado en las Figuras 43 y 44; se
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puede ver que el producto comercial tuvo mayor dispersion en las calificaciones ya
gue un mayor porcentaje de panelistas (hasta 26%) otorgo calificaciones bajas como
“‘me disgusta levemente” en los atributos de agrado general, resabio y sabor; esta
calificacion también fue otorgada al ajo negro producido experimentalmente pero en
una menor proporcion (10%) y unicamente para el atributo de resabio, ademas de
que este ajo tuvo una tendencia mas clara hacia las calificaciones “me gusta” y “me
gusta mucho”. Es por ello que el producto final fue escogido por los panelistas por
encima del comercial; esta mayor preferencia puede deberse a que, como se
muestra en el Cuadro 6, en el ajo negro obtenido experimentalmente el contenido de
AR era mayor y el sabor dulce era mas agradable (méas °Bx). El hecho de que el pH
fuera menor y la acidez mayor en el producto final a comparacién del comercial no
influencio en la aceptacion por parte de los consumidores, ya que se esperaria que
al tener menor pH y mayor acidez ocasionaria que el producto tuviera un sabor mas
acido y fuera menos dulce lo que es indeseable por el consumidor y por lo tanto

podria haber rechazo del producto.
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CONCLUSIONES

En este trabajo no fue posible reproducir las condiciones reportadas en
literatura (95% HR y 70 °C por un periodo de 30 dias) y esto origino hacer un

ajuste en el tratamiento.

Se logré obtener un ajo negro de buena calidad después de 16 dias de
almacenamiento a 70 °C; 4 dias a 95% HR més 12 dias a 75% HR.

El uso de sonicacion por 15 min a 40 kHz como pretratamiento en la
elaboraciéon de ajo negro tiene efecto positivo en el contenido de azucares
reductores (AR), sélidos solubles totales (°Bx) y en el color de los bulbos
tratados, lo cual permite tener ajo negro de mejor calidad que el control sin

sonicacién e incluso que una muestra comercial.

La calidad microbioldgica del ajo negro, tanto obtenido en este trabajo como

la muestra comercial, no representa ningln riesgo a su consumo.

El mayor contenido de AR y °Bx'en el ajo negro producido con pretratamiento
de sonicacion que en el comercial, ocasion6 que los panelistas percibieran un

sabor mas dulce y que fuera preferido por el consumidor.
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