LYIYEFSIDAD AUTANOMR. GE QUERETARD

P SLENCEIE
. -l"|l -
@ ‘

,:.; < | -

YL HONOR

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

FACULTAD DE QUIMICA

[
EJPD Ay

“EFECTO DE LA TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO
DE LOS DIENTES ‘SEMILLA’ EN LA PUNGENCIA'Y EL
PERFIL DE TIOSULFINATOS DE AJO (Allium sativum L.)
CV. COREANO”

TESIS INDIVIDUAL

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE
INGENIERO QUIMICO EN ALIMENTOS

PRESENTA
BRIANDA DANIELA GONZALEZ OROZCO

DIRIGIDA POR
DR. MIGUEL DAVID DUFOO HURTADO

SANTIAGO DE QURETARO, QUERETARO, 2016.



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

FACULTAD DE QUIMICA

“EFECTO DE LA TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO
DE LOS DIENTES ‘SEMILLA’ EN LA PUNGENCIA'Y EL
PERFIL DE TIOSULFINATOS DE AJO (Allium sativum L.)
CV. COREANO”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE
INGENIERO QUIMICO EN ALIMENTOS
PRESENTA
BRIANDA DANIELA GONZALEZ OROZCO
DIRIGIDA POR
DR. MIGUEL DAVID DUFOO HURTADO

SINODALES

DR. MIGUEL DAVID DUFOO HURTADO
DIRECTOR

DR.EDMUNDO M. MERCADO SILVA
AESOR INTERNO

DRA. MA. ESTELA VAZQUEZ BARRIOS
PROPIETARIO

DRA.DULCE MARIA RIVERA PASTRANA
SUPLENTE




INDICE GENERAL

Contenido Pagina
INDICE GENERAL i

INDICE DE CUADROS i

INDICE DE FIGURAS iV
RESUMEN 1
1. ANTECEDENTES 1
1.1 Generalidades del ajo 1
1.1.1 Origen y antecedentes historicos 1
1.1.2 Taxonomiay variedades de ajo 1
1.1.3 Morfologia de la planta de ajo 2
1.1.4 Composicion quimica de los bulbos de ajo 6
1.1.5 Desarrollo y ciclo de cultivo del ajo 6
1.1.6 Bulbificacién del ajo 8
1.1.7 Temperatura de almacenamiento 8
1.2. Produccién del ajo 9
1.2.1  Producciéon mundial 9
1.2.2  Produccion nacional 11
1.3. Tiosulfinatos 12
1.3.1 Generalidades de los tiosulfinatos 12
1.3.2 Tiosulfinatos en genero Allium 13
1.3.3 Tiosulfinatos en ajo 14

2. HIPOTESIS 17
3. OBJETIVOS 17
3.1 General 17
3.2 Especificos 17

4. METODOLOGIA 18



4.1. Material biolégico y estrategia experimental 18

4. 2. Determinacion de la pungencia de ajo 18
4.2.1 Preparacion de las muestras 19
4.2.3 Determinacion de acido piravico de extractos de ajo 19

4. 3. Determinacion de alicina y tiosulfinatos totales 20
4.3.1 Preparacion de las muestras 20

4.3.2 Determinacion de alicina mediante la reaccion de cisteina con DNTB 20

4.4. Determinacion del perfil de tiosulfinatos 21
4.4.1 Preparacion de las muestras 22
4.4.2 Determinacion del perfil de tiosulfinatos mediante HPLC 23

5. RESULTADOS 24

5.1. Determinacion de pungencia 24

5.2. Alicina y tiosulfinatos totales 25

5.3. Perfil de tiosulfinatos 26

6. DISCUSION 30

6.1 Determinacion de pungencia 30

6.1 Alicinay tiosulfinatos totales 33

6.2 Perfil de tiosulfinatos 34

7. CONCLUSIONES 38

8. BIBLIOGRAFIA 39



INDICE DE CUADROS

Cuadro

1
2

Péagina
Clasificacion taxonomica del ajo. 2
Clasificacion de cultivares de ajo por color y requerimientos 3
agronomicos.
Concentracion de acido pirtvico total y enddgeno (g AC.PIRUVICO 25
/g AJO) en extractos de ajo ‘coreano’ provenientes de dientes
“semilla” almacenados a temperatura ambiente y a 5°C.
Concentracion de tiosulfinatos totales y de alicina total en extractos 25
de ajo ‘coreano’ provenientes de dientes “semilla” almacenados a
temperatura ambiente (TA) y a 5°C.
Resultados obtenidos por HPLC-UV/Vis en extractos de ajo 27
provenientes de dientes “semilla” almacenados a temperatura
ambiente (TA).
Resultados obtenidos por HPLC-UV/Vis en extractos de ajo 28
provenientes de dientes “semilla” almacenados a 5°C.
Areas relativas (%) obtenidas por HPLC-UV/Vis en extractos de ajo 29

provenientes de dientes “semilla” almacenados a temperatura
ambiente (TA)y 5°C.



INDICE DE FIGURAS

Figura

© 00 N o o0~ WN B

[
o

11
12

13

14

15

16

Planta joven de ajo.

Corte transversal de un bulbo de ajo.

Diente de ajo.

Etapas ecofisiologicas de ajos del tipo blanco y violeta.

Produccion mundial de ajo del 2002 al 2012.

Produccién mundial de ajo en 2012.

Produccion nacional de ajo en 2014.

Sintesis de tiosulfinatos.

Proceso esquematico de las reacciones llevadas a cabo al cortar ajo
y cebolla.

Esquematizacion de los precursores y de algunos tiosulfinatos
encontrados en 9 especies del genero Allium.

Mecanismo de la formacion de alicina.

Reaccion de alicina con dos moléculas de cisteina para obtener dos
moléculas de S-alil-mercaptocisteina.

Curva estandar de soluciones de acido pirdvico en un rango de
concentraciones de 1 a 6 mM determinada a 515 nm.
Cromatograma (254 nm) de los tiosulfinatos presentes en extractos
de ajo provenientes de diente “semilla” almacenados a temperatura
ambiente (TA).

Cromatograma (254 nm) de los tiosulfinatos presentes en extractos
de ajo provenientes de diente “semilla” almacenados a 5°C.

Cromatograma (254 nm) de los tiosulfinatos presentes en extractos
acetonicos de ajo.

Péagina

~N o o b~

10
10
11
12
13
14

15
20

24

26

27

37



RESUMEN

El ajo (Allium sativum) es conocido por sus propiedades terapéuticas, las cuales
son atribuidas a sus compuestos organosulfurados, principalmente a los sulféxidos
de cisteina y los tiosulfinatos, estos ultimos, no se encuentran presentes en el
bulbo entero y se forman por reacciones enzimaticas que se llevan a cabo por el
rompimiento de las células del bulbo al cortar el ajo. El objetivo del presente trabajo
fue evaluar el efecto que tiene la temperatura de almacenamiento de los dientes
“semilla” en la pungencia y el perfil de tiosulfinatos de ajo (Allium sativum) cv.
‘coreano’. Para el estudio se utilizaron bulbos de ajo procedentes de dientes
“semilla” cv. ‘coreano’ almacenados a 5°C y a temperatura ambiente cosechados
en la temporada 2014-2015 (tres réplicas de 7 bulbos cada una), de cada una de
estas réplicas se determiné la pungencia, el contenido de tiosulfinatos totales y el
perfil de los principales tiosulfinatos presentes mediante HPLC-UV/VIS. Los datos
obtenidos fueron examinados a través de un andlisis de varianza y una
comparaciéon de medias utilizando la prueba de Tukey (a>0.05) para determinar
diferencias estadisticas significativas. Los ajos provenientes de dientes “semilla”
almacenados a 5°C presentaron un menor contenido de acido pirtvico (0.448 g
acido piravico / g) que los almacenados a temperatura ambiente (0.337 g acido
piravico / g). El contenido de alicina y de tiosulfinatos totales fue el mismo para
ambas condiciones de almacenamiento, lo cual indica presuntamente que la
cantidad de tiosulfinatos producidos por accién de la alinasa no se ve afectada por
el almacenamiento a 5°C. La cromatografia de liquidos de alta resolucion de los
extractos de ajo proveniente de ambas condiciones respalda en parte los
resultados obtenidos por el método para la cuantificacion de alicina y tiosulfinatos
totales, debido a que en los cromatogramas se observé el mismo perfil de
tiosulfinatos en ambas condiciones de temperatura con tiempos de retencion y
absorbancias méximas similares, no obstante, se observé un aumento en la
cantidad de tiosulfinatos presentes en la condicion de temperatura ambiente
comparado con la condicibn a 5°C a excepcidén de la alicina. El método para
cuantificar tiosulfinatos totales al no tener la sensibilidad de la cromatografia de
liquidos pudo no haber detectado eficazmente el cambio en la concentracion de
tiosulfinatos totales en ambas condiciones.



1. ANTECEDENTES
1.1 Generalidades del ajo
1.1.1 Origen y antecedentes historicos

El ajo es una de las hortalizas mas cultivadas en el mundo, debido a las
propiedades culinarias, medicinales e insecticidas que posee Yy es tan antiguo en
la historia como la civilizacion misma, se han encontrado referencias a €l en las
tablillas sumerias encontradas en los antiguos asentamientos de Babilonia y
Nippur, las cuales indican que desde entonces era utilizado ampliamente para
curar multiples afecciones ademas de como ingrediente culinario. El ajo pertenece
al género Allium del griego “evitar” debido a su olor repelente, y es el segundo en
importancia y consumo de las cerca de 750 especies pertenecientes a este género.
Se considera uno de los cultivos horticolas mas antiguos, debido a que se hace
mencién a la cerveza de ajo en las leyes codificadas por Hammurabi en el siglo
XVIII a.C; incluso se le hace mencién en la biblia como sazonador de alimentos y
como remedio medicinal, el cual fue utilizado por griegos, romanos, hindues y
chinos, mientras que para los egipcios era considerada una especie sagrada.
Aungue se ha especulado sobre el origen de las especies Allium, existe evidencia
gue indica que el origen del ajo y la cebolla se remonta a su cultivo en las regiones
montafiosas de Asia central. Por otro lado, se ha hecho mencion de que las
especies del género Allium fueron introducidas a América a finales del siglo XV por

los espafioles (Heinerman, 1995; Block, 2010).

1.1.2 Taxonomia y variedades de ajo

En 1754, Carl Linnaeus dio el nombre de Allium sativum al ajo el cual forma parte
de la familia Alliaceae y al género Allium (Cuadrol). Entre las especies mas
difundidas del mismo género estan la cebolla (Allium cepa), el chalote (Allium
ascalonium) y el puerro (Allium porrum) (Izquierdo y Quiones, 2001).Como todas
las formas cultivadas de ajo son estériles y han sido propagadas solo

vegetativamente, podria esperarse que la variacion intraespecifica fuera poca; sin
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embargo, en regiones en donde el ajo se ha desarrollado durante mucho tiempo,
como en China, existen muchos clones distintos. La caracterizacion morfologica por
tamano, forma y color del bulbo por varios ciclos de cultivo ha demostrado ser un
sistema eficiente de evaluacion del material genético del ajo, no obstante, no
siempre ha permitido una clara diferenciacion ente tipos comerciales, ecotipos,
biotipos y genotipos .En el Cuadro 2 se muestra otra clasificacion de los cultivares
de ajo, ésta se basa en el color del bulbo y en los requerimientos agronémicos de la
planta (Hanelt, 1990).

Cuadrol. Clasificacion taxondmica del ajo (Hanelt, 1990).

Reino Plantae
Division Tracheofitae
Subdivision Angiospermae

Clase Monocotyledoneae
Superorden Lilliflorae
Orden Asparagales
Familia Alliaceae
Tribu Allieae
Geénero Allium
Subgénero Allium
Seccion Allium
Especie A. Sativum

1.1.3 Morfologia de la planta de ajo
El ajo es una planta herbacea erecta de 30 a 60 cm de altura y de raices
adventicias superficiales, los bulbos estdn compuestos por un tallo discoidal o
disco basal, una serie de hojas escamosas secas y delgadas que constituyen la
base de las hojas fotosintéticamente funcionales y bulbillos o dientes los cuales
contienen las yemas axilares de las hojas funcionales mas jovenes. Las hojas

funcionales son aplanadas y soélidas con aproximadamente 2.5 cm de ancho,
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plegadas en forma longitudinal, generalmente son menos de 15 y se encargan de
llevar a cabo la fotosintesis de la planta. Algunos clones no producen inflorescencia
0 escapo floral. Si se llega a producir inflorescencia en ella se producen pequefios
bulbillos, las flores varian en nUmero o estan ausentes en algunos casos y muy rara
vez llegan a producir semillas. En la Figura 1 se muestran las partes principales de
una planta de ajo (Purseglove, 1985; Takagi y col., 1990).

Cuadro 2. Clasificacion de cultivares de ajo por color y requerimientos

agronomicos (Burba, 1994).

Grupo Caracteristicas Letargo Ciclo Requerimientos
de los bulbos | (Dormancia) Frio Fotoperiodo
| Violetas 0 | Medianos, de Muy corto Corto Bajo Escaso

asiaticos pocos dientes,
gran tamafio y

color violaceo

Il Rosados Medianos a Corto Medio Mediano- Moderado
grandes, gran Bajo
ndamero de
dientes de

color rosado

[l Blancos Grandes, Medio Medio- | Mediano- Largo
dientes largo alto
irregulares de

color blanco
vV Medianos, Largo Largo Alto Largo
Colorados, | bien formados,
rojosy dientes rojos
morados




Figura 1. Planta joven de ajo. (A) con raices adventicias (ra), tallo (t),bulbo (b) y
hojas funcionales (hf). Bulbo (B). Seccion longitudinal del bulbo (C). Diente (E).
Seccidén longitudinal del diente (F).Inflorescencia (F), escapo floral (ef) bulbillos

aéreos (ba) y flores (f)(Purseglove,1985).

El bulbo de ajo consiste de una serie proximal de hojas escamoso-membranosas
de proteccién que cubren a cada uno de los dientes, otra serie de hojas similares
cubre a un determinado namero de yemas, dientes y también a todo su conjunto.
Mas distalmente existe un nimero de hojas funcionales, mientras que los dientes
son producidos en la axila de la hoja, sobre el lado del bulbo, en el cual la hoja
diverge (Mann, 1952).

En la Figura 2 se muestra el corte transversal de un bulbo de ajo, en donde las

bases envolventes de las hojas que divergen a la derecha se muestran con una
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linea continua, los dientes ubicados axilarmente a dichas hojas se marcan con una
linea continua oscura, el tipo opuesto de hojas se muestran con lineas discontinuas

y los dientes correspondientes a estas se muestran punteados.

Figura 2. Corte transversal de un bulbo de ajo. Base de las hojas funcionales
(B).Dientes del bulbo (A).Proyecciones donde todos los dientes estuvieron unidos
(C) (Mann, 1952).

Mann (1952) considera que cada diente consiste de una hoja de proteccién (pr)
(Figura 3) en su parte mas externa, con una superficie lignificada y resistente que
durante la manipulacion protege a la hoja de almacenamiento a la cual rodea. La
hoja 2 denominada de almacenamiento (ha) constituye la mayor parte del diente y
contiene un gran contenido de sustancias de reserva. La hoja 3 denominada hoja
de brotacion (hb) es casi totalmente una envoltura o vaina y encierra a los apices
de las hojas funcionales. Las hojas subsecuentes son las funcionales (hf), las

cuales daran lugar a los tejidos fotosintéticos.
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Figura 3. Diente de ajo. Corte longitudinal (A); corte transversal (B); y separacion
longitudinal de sus partes (C); diente en brotacion (D) (Mann, 1952).

1.1.4 Composicién quimica de los bulbos de ajo
El ajo presenta en su composicidbn aproximadamente 62.8% de agua, 29% de
carbohidratos, 6.3 % de proteina, 0.1% de grasa, calcio hierro, zinc y pequefias
cantidades de vitaminas como tiamina, riboflavina, niacina y acido ascérbico. El ajo
puede producir de 0.06 a 0.1% de aceite esencial, el cual estd compuesto por
compuestos denominados tiosulfinatos, principalmente disulfuro de dialilo (DADS),

y pequefias cantidades de disulfuro de alilprofilo.
1.1.5 Desarrollo y ciclo de cultivo del ajo

Segun la regién vy tipo considerado el ajo se cultiva en zonas templadas desde
mediados de verano y durante el otofio hasta el final de la primavera (Ledesma vy
col. 1983). El ciclo de desarrollo de la planta se divide en etapas, la primera,
denominada crecimiento vegetativo, en la cual los procesos metabdlicos y
fisiologicos de la planta estan orientados a formar el sistema radicular y las hojas,
ésta etapa ocurre normalmente durante el otofio y gran parte del invierno. En ese
periodo no hay desarrollo del bulbo ni del escapo floral. La emision y alargamiento

de las raices desde la base del diente es una de las primeras manifestaciones del
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crecimiento luego de la plantacion. Paralelamente se produce el crecimiento de la
hoja de brotacién y de los primordios de hojas contenidos en la yema axilar ubicada

en el interior de la hoja de reserva (Takagi, 1990).

Los factores que afectan el desarrollo y duracion el crecimiento del area foliar y de
las raices tendran una influencia decisiva en el rendimiento final del cultivo, la
induccion y el desarrollo del bulbo y el escapo floral requieren del cumplimiento de
una etapa de vernalizacién (bajas temperaturas) seguida de largos fotoperiodos
(Rahim y Fordham, 2001).

10-11 hojas verdes inido de senescenda

6-7 hojas verdes
emergenda

plantagén

] epadons
'"'“!nu“"'"‘““'?‘"‘-nnnnnnu-uu L L L L LT T T s 1 L T 1L | Ll AL R Lt b bt Ll LU L

Q Q

Brotacén Crecir_nier_u_q Rapido crec'!niento Répido creamiento 02?‘;?::0
vegetativo inidal vegetativo del bulbo bulbo
<€ > € > <€ > <€ > € >
Tiempo Temperatura Huctuaconesen la Temperatura minima ~ Temperatura
térmico minima baja y temperatura media y alta alta
fotoperiodo fotoperiodo

Figura 4. Etapas ecofisiol6gicas de ajos del tipo blanco y violeta. Al pie se indican
las cinco etapas identificadas y los factores ambientales que modulan la velocidad y
la duracion de cada una de ellas.



1.1.6 Bulbificacién del ajo

La formacion de los bulbos de ajo resulta de especial importancia para la
produccion de la planta debido a que los bulbos constituyen el elemento
fundamental del producto. Se sabe que la dilatacién del bulbo de ajo se produce
cuando la temperatura media diaria es mayor del intervalo 18-20°C, y cuando el
fotoperiodo supera un umbral que es diferente para cada cultivar o genotipo.
Cultivares adaptados a las regiones tropicales tienen un umbral de 11 a 12 horas
de luz (Izquierdo y col., 1992). La formacion del bulbo inicia por un estimulo termo-
fotoperiddico que se caracteriza a través de dos etapas. La primera denominada
‘inductiva” en la cual, el frio y los dias cortos serian factores imprescindibles. En la
segunda etapa, llamada “morfolégica” con temperaturas en ascenso y alargamiento
de los dias, las condiciones termo-fotoperiddicas son sélo capaces de modificar la

velocidad del proceso de bulbificacion (Portela, 1996).

La bulbificacion comienza con el hinchamiento de las bases de las hojas afiladas y
luego con el hinchamiento de los primeros dientes formados. Los dientes se
desarrollan en las axilas de las hojas internas del follaje conforme avanza el
proceso de bulbificacién, durante ésta las hojas jovenes en desarrollo terminan de
formar las paredes afiladas pero desarrollan en hojas hinchadas u hojas de bulbo.
La bulbificacién se puede caracterizar por un incremento en la relacion del diametro
maximo del bulbo con respecto al diametro minimo del cuello del bulbo, esta

relacion se denomina “indice de bulbificacion” (Brewster, 1994).

1.1.7 Temperatura de almacenamiento

Rahim y Fordham (2001) utilizaron temperaturas de almacenamiento de 5, 10, 15y
20°C, durante 15 y 30 dias antes de la plantacion y encontraron que los dientes
almacenados a 5 y 10°C mostraron un inicio acelerado y un mejor desarrollo y
madurez de los bulbos comparado con aquellos cuyos dientes fueron almacenados
a 15y 20°C. Segun Brewster (1994), los dientes de ajo del cultivar “California Late”
almacenados por tres o cuatro meses a 5°C maduran a mediados de agosto,

mientras que los dientes almacenados a 20°C por 1.5 meses seguido de tres
8



meses a una temperatura mas baja, presentan un retraso en la bulbificacion y

tienen fallas en su maduracion.

Lopez-Hernandez (2010) y Zavala-Gutiérrez (2011), almacenaron dientes “semilla”
de ajos de la variedad ‘Coreano’ a 5°C y temperatura ambiente durante 6 y 5
semanas respectivamente. En ambos casos existio un adelanto en la cosecha de
hasta 6 semanas en aquellos ajos provenientes de dientes “semilla” almacenadas a
5°C, lo que indica una rapida diferenciacion de los bulbos, comparado con aquellos

obtenidos de dientes “semilla” almacenados a temperatura ambiente.

Los estudios anteriores muestran el efecto que tiene la temperatura de
almacenamiento de la “semilla” en el proceso de generacién del bulbo, sin
embargo, no describen que mecanismos afectan los procesos bioldgicos o

moleculares que disparan dichos cambios.

En el laboratorio de Bioquimica y Fisiologia Poscosecha de Frutas y Hortalizas del
Departamento de Investigacion y Posgrado en Alimentos de la Facultad de Quimica
de la UAQ se ha generado informacion fisiolégica y bioguimica y se ha adquirido
experiencia para adelantar la cosecha del cultivo hasta en 60 dias, y mejorar los
factores de calidad y el manejo del ajo de la variedad ‘Coreano’ sometiendo a

estrés de frio a los dientes “semilla”.
1.2. Produccién del ajo
1.2.1 Produccién mundial

El ajo es una hortaliza de elevada demanda mundial cuya produccion se ha
incrementado en los dltimos diez afos (Figura 4). La produccion mundial de ajo en
2012 fue de 24,836,877 toneladas, lo cual la posiciona en el 12° lugar de las
hortalizas mas consumidas a nivel mundial. China es el mayor productor con un
total de 20,000,000 millones de toneladas correspondiente al 82.52% del total de la
produccion mundial. En la Figura 5 se muestran los paises con mayor produccion,
destacandose China, India, Republica de Corea, Egipto y Rusia (FAOSTAT, 2013).
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Figura 5. Produccién mundial de ajo del 2002 al 2012 (FAOSTAT, 2013).
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Figura 6. Produccion mundial de ajo en 2012 (FAOSTAT, 2013).

10




1.2.2 Produccion nacional

En 2012 México ocupd el 20° lugar en la produccion mundial de ajo con un total de
54,015 toneladas (FAOSTAT, 2013). Se estima que el 50% de la produccion
nacional se destina a exportacion, mientras que el 50% restante se mantiene para
el consumo nacional (Pérez-Moreno, 2003).En la Figura 6 se muestran los estados
de la republica con mayor produccién de ajo en 2014, destacandose entre ellos el
estado de Zacatecas y Guanajuato con 27,573.50 y 4,827.2 toneladas
respectivamente representando el 59.2% del total de la produccion nacional.
Querétaro presentd una produccién de 990.93 toneladas colocandose en el 10°
lugar de la produccién nacional. Por su parte el estado de Aguascalientes presentd
una produccion de 2,859,80 toneladas colocandose en el 6° lugar de la produccién
nacional (SIAP, 2014).

Zacatecas
Veracruz
Tlaxcala
Sonora

San Luis Potosi

3,707.92

589

Querétaro 990.93
Puebla 4,722.94
Oaxaca 1,150.12
Nuevo Ledn 1,389.75

Michoacan
Hidalgo
Guerrero
Guanajuato
Coahuila
Chihuahua
Baja California. .
Baja California
Aguascalientes

332 m Toneladas
417.7

639.9
4,827.20

502.07
294.25
467
3,616.48
2,859.80

Figura 7. Produccion nacional de ajo en 2014 (SIAP, 2014).
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1.3. Tiosulfinatos
1.3.1 Generalidades de los tiosulfinatos

En 1944 el quimico Chester J. Cavallito aislé un producto procedente de ajo picado
con formula CgH10S20 al que nombré alicina (S-Alil-2-propentiosulfinato). La alicina
es un tiosulfinato o un disulfuro mono-oxidado, otros disulfuros como dimetil
disulfuro y el n-dipropil disulfuro también se oxidan a su correspondientes

tiosulfinatos los cuales juegan un rol importante en la quimica del genero Allium.
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Figura 8. Sintesis de tiosulfinatos (2, 4, 6). (4) Reaccion de alicina (2) con cisteina
obteniendo S-alilmercaptocisteina (7).Formacion de alicina (2) a partir de aliina (1)
(Block, 2010).

Cavallito también observé que otros tiosulfinatos ademas de la alicina se formaban
cuando se cortaba el ajo y que la alicina mostraba una importante actividad
antibacterial comparable incluso con la de la penicilina. Asimismo demostré que la
alicina al igual que otros compuestos antibioticos es inactivada por la cisteina
obteniendo  S-alilmercaptocisteina  (Figura 7). Experimentos posteriores
demostraron que la alicina es producto de una accién enzimatica sobre precursores
encontrados en el bulbo de ajo intacto, precursor conocido como aliina (sulfoxido

de S-alil-L-cisteina) y que la alicina asi como otros tiosulfinatos no son encontrados
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en el ajo entero y que son resultado de una accion enzimatica que se lleva a cabo

por el rompimiento de las células del bulbo (Figura 8) (Block, 2010).

Ajo Intermediario

Alinasa . -H20 ..

Precursor : (Acido 2- Alicina

(aliina) propensulfonico)

Cebolla Intermediario g

SR Alinasa . Sinetasa || F (Sulféxido de
— (Acido 1 — tiopropanal)

(isoaliina) propensulfonico)

Figura 9. Proceso esquematico de las reacciones que generan los aromas al cortar
ajo y cebolla (Block, 2010).

1.3.2 Tiosulfinatos en genero Allium

A partir de la identificacion de la alicina como el principal compuesto responsable
de las caracteristicas olfativas y gustativas del ajo recién cortado (Allium sativum)
se han implementado esfuerzos para encontrar los compuestos responsables del
caracteristico aroma de las especies recién cortadas miembros de la familia Allium.
En 1992 Block y colaboradores llevaron a cabo un extensivo estudio con el fin de
identificar y cuantificar los principales compuestos tiosulfinatos en 9 especies
diferentes del genero Allium (ajo, ajo elefante, ajo salvaje, cebollin chino, cebolla,
chalote, cebollin, puerro y cebolleta) mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC) acoplada a un espectrometro de masas. Algunos de los
tiosulfinatos caracterizados en cada especie se encuentran en la Figura 9 asi como
algunos de sus precursores. En este estudio los autores concluyen que el
tiosulfinato mayormente presente en ajo es la alicina. Ademas los tiosulfinatos en
ajo que contienen grupos 1 y 2-propenil se forma diez veces mas rapido que los

tiosulfinatos con grupos metilo, la observacion mas importante de dicho estudio es
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que la composicidén de tiosulfinatos en las diferentes especies puede variar por
efecto de las condiciones de fertilizacion, riego, humedad, variedad de la planta,
transporte, condiciones de cosecha y almacenamiento como lo pudiera ser la

temperatura de almacenamiento de los dientes “semilla” (Block y col.,1992).
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Compounds
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5 Pr 3 e Chive
P,/ﬂ‘\sf P,f' 3\.3/ Scalllen

Figura 10. Esquematizacion de los precursores y de algunos tiosulfinatos
encontrados en nueve especies del genero Allium (ajo, ajo elefante, ajo salvaje,

cebollin chino, cebolla, chalote, cebollin, puerro y cebolleta) (Block y col.,1992).
1.3.3 Tiosulfinatos en ajo

El ajo (Alllum sativum) es bien conocido por sus propiedades terapéuticas
antibacteriales, antivirales antitrombéticas, antitumorales, hipolipidemicas, entre
otras; estas propiedades son atribuidas a los compuestos organosulfurados que
contiene el ajo principalmente los sulféxidos de cisteina y los tiosulfinatos (Huchette
y col., 2004). La alicina es el tiosulfinato producido por ajo mas estudiado, éste
compuesto se genera del precursor aliina por la accion catalitica de la enzima

alinasa (localizada en las vacuolas), después de que el diente ha sido cortado
14



debido a que la aliina se libera del citoplasma. En la Figura 10 se esquematiza el
mecanismo de formacion de la alicina. Debido a la inestabilidad de la alicina, la cual
es termolabil e inestable en medios acido y alcalino, ésta no se encuentra
disponible comercialmente y a pesar de que es conocida por sus propiedades
biolégicas y bioguimicas que incluyen efecto antibacterial, disminucion de la presion
ocular, reduccién de colesterol y triglicéridos, entre otras, su andlisis aun hoy es
complicado. Los métodos reportados para el analisis de alicina de ajo incluyen
meétodos colorimétricos, por cromatografia de gases, por cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC), por densitometria, entre otros. A la fecha el método
reportado que resulta mas efectivo para la determinacion de tiosulfinatos involucra
la cromatografia de liquidos de alta resolucion desarrollado por Lawson y col.
(1991).

Precursor (Allin) Intermediate Sulfenic Acid
NH,

I
D{%\/S\/\\ Allinase NNy

O
I
2 ,///\\/SHDH _HED - /f;‘\\«/S\S/\\\’?’J

Allicin

Figura 11. Mecanismo de la formacion de alicina. El precursor aliina por medio
de la alinasa produce acido sulfénico intermediario que al perder agua produce

alicina (Bocchiniy col., 2001).

En el estudio realizado por Block y col. (1992) se identificaron algunos de los
tiosulfinatos mas comunmente encontrados en ajo. La estructura de algunos de
ellos se muestra en la Figura 9: (4) alicina, (1) acido propensulfinato-S-n-propil-

éster, (3) acido 2-propenona-1-tiosulfinato, entre otros.
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En estudios realizados en el laboratorio de Bioquimica y Fisiologia Poscosecha de
Frutas y Hortalizas del Departamento de Investigacion y Posgrado en Alimentos de
la Facultad de Quimica de la UAQ donde se ha sometido a estrés por frio a los
dientes “semilla” de ajo de la variedad ‘Coreano’ se ha percibido un cambio en la
pungencia entre los ajos provenientes de dientes “semilla” almacenados a 5°C vy

almacenados a temperatura ambiente.

La pungencia puede ser definida como la combinacion de aroma y sabor de la
cebolla, esta pungencia ocasiona una irritacion en la mucosa de la nariz, la boca y
los ojos. Las plantas del genero Allium poseen un nimero grande de compuestos
organicos ligados al azufre que mediante un rompimiento enzimatico generan
compuestos pungentes como &cidos sulfénicos (precursores de tiosulfinatos),
tiosulfinatos, acido piravico y amonio, por lo anterior, un estudio profundo de los
compuesto sulfurados presentes en los ajos provenientes de dientes semilla
almacenados a 5°C y temperatura ambiente podria esclarecer la diferencia en la

pungencia que presentan.
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2. HIPOTESIS

La temperatura de almacenamiento de los dientes “semilla” de ajo (Allium sativum

L.) cv ‘coreano’ induce un cambio en la pungencia y en el perfil de tiosulfinatos.

3. OBJETIVOS

3.1 General

Evaluar el efecto de la temperatura de almacenamiento de los dientes ‘semilla’ en

la pungencia y el perfil de tiosulfinatos de ajo (Allium sativum L.) cv. ‘coreano’.
3.2 Especificos

e Comparar la pungencia de bulbos de ajo provenientes de dientes ‘semilla’
almacenados a 5°C y a temperatura ambiente.

e Determinar el contenido de alicina y de tiosulfinatos totales de bulbos de ajo
provenientes de dientes ‘semilla’ almacenados a 5°C y a temperatura
ambiente.

e Cuantificar e identificar los principales tiosulfinatos presentes en bulbos de
ajo provenientes de dientes ‘semilla’ almacenados a 5°C y a temperatura

ambiente.
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4. METODOLOGIA

4.1. Material bioldgico y estrategia experimental

El material biolégico utilizado fueron bulbos de ajo de la variedad ‘coreano’
cosechados en la temporada 2014-2015 procedentes de dientes ‘semilla’
almacenados a 5°C y a temperatura ambiente durante 5 semanas. Los bulbos de
ajo de cada condicién fueron desgranados y se seleccionaron los dientes mas
firmes y sin defectos visibles en tres réplicas de siete bulbos cada una. De cada
una de estas replicas se determind por duplicado la pungencia, el contenido de
alicina y tiosulfinatos totales y ademas se realiz6 el perfil de los principales
tiosulfinatos presentes en los ajos provenientes de ambas condiciones de

almacenamiento de los dientes ‘semilla’ mediante HPLC-UV/Vis.

Los datos obtenidos fueron examinados a través de un andlisis de varianza en el
cual se comparé el efecto de la temperatura sobre cada una de las variables
analizadas. Se realiz6 una comparacion de medias utilizando la prueba de Tukey
(a>0.05) para determinar diferencias estadisticas significativas mediante el paquete
estadistico JMP 8.0.1.

4. 2. Determinacién de la pungencia de ajo

La determinacion de la pungencia de los bulbos de ajo, se realiz6 de manera
indirecta a través de la medicién de &cido piravico de las muestras. Se siguié el
método propuesto por Gordon y Barret (2003) con algunas modificaciones. La
pungencia de los ajos y cebollas se deriva de compuestos sulfurados volatiles que
son liberados cuando la célula del ajo es mecanicamente destruida, lo anterior
provoca que la enzima conocida como alinasa entre en contacto con los sulfoxidos
precursores de sabor, que ademas de producir compuestos sulfurados y amoniaco
producen &cido piravico. Por lo tanto, la determinacién de acido piravico brinda una
idea de la accion de la alinasa sobre los compuestos precursores de sabor y se ha
demostrado que esta relacionada con la medicion de la pungencia (Schwimmer y
Weston, 1961).
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4.2.1 Preparacion de las muestras

El procedimiento de extraccion se llevo a cabo para ajo fresco y para ajo estéril; en
este Ultimo caso se inactivo la enzima alinasa mediante ondas microondas con
potencia de 1100 W (General Electric, modelo: JES1142SFE), para medir la
cantidad de acido piravico enddgeno. Para el extracto fresco se homogenizaron las
muestras mediante la adicion de 1 ml de agua por cada gramo de ajo y se dejaron
reposar por 10 minutos, posteriormente se filtr6 el extracto mediante manta de
cielo. Para el extracto estéril se calentd en horno de microondas por 1 segundo por
cada gramo de muestra y se dejo enfriar. Posteriormente se agregd agua hasta que
el peso de la solucion fue el doble que el peso de la muestra fresca, se

homogeneizo y se filtrd utilizando manta de cielo.
4.2.3 Determinacién de acido piravico de extractos de ajo

La determinacion de acido piravico se basa en la reaccion del &cido piravico
producido por la accion de la alinasa con 2,4,-dinitrofenilhidrazina (DNPH), esta
reaccion produce un compuesto colorido detectado por espectrofotometria UV
Visible a 515 nm. Para determinar la cantidad de acido piravico derivado
Unicamente de la accidén enziméatica de la alinasa se debe de hacer una correccion
del acido piravico endbégeno (no enziméatico) presente en las muestras, para ello, se
inactivd mediante calor la enzima alinasa y la cantidad de acido pirdvico obtenido
de esta muestra se restd de la cantidad de acido piravico total determinado de la
muestra con la enzima activa. Para realizar la determinacién se colocé en un tubo
de reacciéon 25uL del extracto filtrado de ajo con 1 mL de agua y 1 mL de DNPH
0.25 gL™ (diluido en HCI 1M). Se incubé a 7°C por 10 minutos y posteriormente se
agrego 1 mL de NaOH 1.5 M y se midi6 la absorbancia en un espectrofotometro
(Perkin ElImer Lambda 40) a 515 nm. Para una estimacion precisa de la cantidad de
acido piravico obtenido de la reaccién se construyd una curva estandar de
calibracion con soluciones de acido piravico en un rango de concentraciones de 1 a
6 mM y la cantidad de acido piravico en las muestras se expres6 como mmoles de

acido piravico por gramo de ajo.
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4. 3. Determinacién de alicina y tiosulfinatos totales
4.3.1 Preparacion de las muestras

La determinacion de alicina y tiosulfinatos totales se llevd a cabo mediante el
método de Han y Lawson (1994). Para la preparacion de las soluciones de alicina
se cortaron en rebanadas de aproximadamente 3cm de didmetro los bulbos de ajo
los cuales se secaron es un deshidratador (Excalibur Economy) a 50°C durante 12
horas, se pulverizaron en un mortero y se prepararon soluciones de extracto de ajo
en concentraciones de 1, 2, 3y 4% (p/v) diluidas en buffer de HEPES 50 mM a pH
7.5.

4.3.2 Determinacion de alicina mediante la reaccidon de cisteina con
DNTB

La determinacion de alicina y de tiosulfinatos totales se llevé a cabo mediante la
cuantificacion espectrofotométrica de alicina, previamente se ha reportado que una
molécula de alicina reacciona rapidamente con dos moléculas de cisteina para

formar dos moléculas de S-alil-mercaptocisteina (SAMC) (Cavallito y col, 1944).

Alicina
S-alil-mercaptocisteina

I
CH:=CH-CH3-3-3-CHz-CH-CH:

(IJH
sH , 1
CH _— LIZH-CH:-S-S-CH:--CH=CH:
' NH: *
2 HG-(I:IFCH-NHJ Hal
O
Cisteina

Figura 12. Reaccion de alicina con dos moléculas de cisteina para obtener dos

moléculas de S-alil-mercaptocisteina (Villalon, 2003).
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La metodologia utilizada fue la descrita por Han y Lawson (1994) con algunas
modificaciones:0.5 mL de solucion de L-cisteina 20mM diluida en Hepes 50mM
con pH de 7.5 se hiz6 reaccionar con 1mL de cada una de las soluciones de polvo
de ajo preparadas, la reaccion se incub6 a 26°C durante 10 minutos,
posteriormente 25uL de la mezcla de reaccion se adicionaron a un tubo que
contenia 4975 pL de acido 5,5-ditio-bis-2-nitrobenzoico (DNTB) 150uM (diluido en
HEPES 50mM con pH 7.5). Después de 10 minutos la absorbancia se midié en un
espectrofotometro (Perkin EImer Lambda 40) a 412 nm .La concentracion residual
de L-cisteina de cada reaccion fue determinada midiendo la cantidad de 2-nitro-5-
tiobenzoato (NTB) formado después de la reaccion con DNTB y el célculo se

realizd mediante la siguiente férmula:

Abs,q, X Diluciéon

Cisteinal = -~
[ ] Coeficiente de extincion molar

Donde el coeficiente de extincion molar (del anion NTB) a 412nm es 14,150 mM

cm™,

La concentracion de tiosulfinatos totales presentes en cada muestra se calcularon

mediante la siguiente formula:

([Cisteina inicial] — [Cisteina final]
2

[THS totales] =

Dado que la alicina constituye entre el 60- 80% de tiosulfinatos totales en ajo (Han
y Lawson, 1994), la concentracidon de alicina en las muestras se determiné

mediante la férmula:
[Alicina] = [THS totales] * 0.7

4.4. Determinacion del perfil de tiosulfinatos

Desde la identificacion de los compuestos tiosulfinatos y de sus propiedades
biologicas y bioquimicas la caracterizacion precisa de estos compuestos en el

género Allium ha tomado gran importancia. Debido a su buena resolucion y a su
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comprobada capacidad de identificacién la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas ha figurado como una buena alternativa para la
caracterizacion de los compuestos voléatiles del género Allium, a pesar de estudios
gue sugieren que varios de los compuestos volatiles del género Allium pueden ser
“productos del analisis” por cromatografia de gases (Saghir y col., 1964). Ademas
estudios recientes han sugerido que se obtienen mejores resultados utilizando
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC), con la posibilidad de que
pueden ser separados la mayoria de los isomeros e incluso los compuestos mas

inestables como los provenientes del ajo sobreviven el andlisis (Block y col., 1992).

La cromatografia de liquidos es importante debido a que la mayoria de los
compuestos no son suficientemente volatiles para que se les pueda aplicar la
cromatografia de gases, aunado a que muchos de estos compuestos no sobreviven
al proceso debido a su alta inestabilidad. La cromatografia de liquidos de alta
eficacia o de alta resolucion (HPLC) utiliza un presion elevada para forzar al
disolvente a pasar por la columna que contiene empaques muy finos consiguiendo
asi separaciones de gran resolucién, la eficacia de una columna empaquetada
aumenta al disminuir el tamafio de las particulas, es por eso que el tamafio tipico

de las particulas de una columna de HPLC es de 3-10 um (Harris, 2007).

4.4.1 Preparacion de las muestras

La determinacion del perfil de tiosulfinatos presentes en las muestras de ajo de
ambas condiciones se realizé mediante HPLC siguiendo el método descrito por
Lawson y col. (1991) con modificaciones sugeridas por Cafiizares y col. (2004).
Para la extraccidon de los tiosulfinatos el ajo fue cortado en fragmentos de
aproximadamente 3 mm de didmetro, a 25 g del ajo molido se le adicionaron 400
mL de acetona (99.5% de pureza), la solucion se homogeneizO mediante una
mezcladora (Osterizer Modelo:852-10,0441-13) y posteriormente se realizd la
extraccién en una placa agitadora (Barnstead Cimarec 2) durante 30 min, se filtrd
la solucion con manta de cielo y el solvente se evapor6 en un rotavapor (Buchi R-
205).
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4.4.2 Determinacion del perfil de tiosulfinatos mediante HPLC

La determinacion de tiosulfinatos de los extractos de ajo se llevé a cabo utilizando
un equipo de HPLC (Water Alliance 2695 con detector de arreglo de diodos Water
2998) con una fase movil de 3 componentes (metanol/ agua/ acetonitrilo) a razén
(17/ 29/ 54) (v, v, v) con un flujo de 1mL/min, composicién descrita por Cafizares y
col. (2004) como la que aporta mejores resultados y con la que se obtienen dos
compuestos puros y tres mezclas de parejas de isomeros de tiosulfinatos, lo
anterior, representa una mejoria respecto al método descrito por Lawson y col.
(1991). Se utilizé una columna C18 fase reversa (100 x 4.6mm, Simmetry) y un
detector UV/Vis acoplado al equipo de HPLC, la elucion de los compuestos se

midio a una longitud de onda de 254 nm.
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5. RESULTADOS
5.1. Determinacion de pungencia

En el Cuadro 3 se concentran los datos del contenido de acido piravico presente en
los extractos de ajo de cada uno de los tratamientos. El contenido de acido piravico
fue de 0.448 gramos de acido piravico por gramo de ajo en el tratamiento a
temperatura ambiente (TA), mientras que en el tratamiento a 5°C fue de 0.337

gramos de acido piravico por gramo de ajo.

Para la determinacién de pungencia en extractos de ajo provenientes de ambos
tratamientos (temperatura ambiente y 5°C) se construy6 una curva de calibracion a
partir de soluciones de acido pirdvico con un rango de concentracion de 1 a 6 mM
(Figura 13).
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Figura 13. Curva estandar de soluciones de acido pirtvico en un rango de

concentraciones de 1 a 6 mM determinada a 515 nm.
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Cuadro 3. Concentracion de acido piravico total y endégeno (g ac.piruvico /g AJO)
en extractos de ajo ‘coreano’ provenientes de dientes “semilla” almacenados a

temperatura ambiente y a 5°C.

g ac.piravico /g AJO
TA 5°C
Acido piruvico 0.448+0.07 a 0.337+0.053 a
total
Acido piravico 0.117+0.015 a 0.099+0.010 a
endégeno

Tratamientos: TA (dientes “semilla” almacenados a temperatura ambiente) ,5°C
(diente “semilla” almacenados a 5°C).La concentracion de acido piruvico total y
enddgeno es expresada en gramos de acido pirtvico por gramo de ajo.

5.2. Alicina y tiosulfinatos totales

En el Cuadro 4 se resumen los resultados del contenido de alicina y de tiosulfinatos
totales presentes en ajos provenientes de dientes “semilla” almacenados a
temperatura ambiente y a 5°C obtenidos por el método descrito por Han y Lawson
(1994). El contenido de tiosulfinatos totales para ambos tratamientos fue de 0.2499
mMoles / g de ajo y de alicina de 0.0283 g alicina / g ajo, no se presentaron

diferencias entre el contenido de tiosulfinatos y de alicina entre ambos tratamientos.

Cuadro 4. Concentracion de tiosulfinatos totales y de alicina total en extractos de
ajo ‘coreano’ provenientes de dientes “semilla” almacenados a temperatura
ambiente (TA)y a 5°C.

TA 5°C
THS totales 0.2499+1.24824E-07 a | 0.2499+1.93649E-06 a
(mM / g ajo)
Alicina 0.0283+8.73767E-08 a | 0.0283+1.35555E-06 a
(g alicina / g ajo)
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Tratamientos: TA (dientes “semilla” almacenados a temperatura ambiente), 5°C
(dientes “semilla” almacenados a 5°C).La concentracion de tiosulfinatos totales
(THS totales) se expresa en mMoles por gramos de ajo, la concentracion de alicina
presente se expresa en gramos de alicina por gramos de ajo. Al resultar valores
iguales no hay diferencias significativas entre ambos tratamientos.

5.3. Perfil de tiosulfinatos

En la Figuras 14 y 15 se muestran los cromatogramas obtenidos de los extractos
cetonicos de ajos provenientes de dientes “semilla” almacenados a temperatura
ambiente y a 5°C respectivamente; en ambos cromatogramas se pueden observar
cuatro picos correspondientes a compuestos tiosulfinatos identificados previamente

por Lawson y col. (1991), y mas recientemente por Cafizares y col. (2004).

Los cuadros 5 y 6 presentan las medias de los datos obtenidos por los
cromatogramas de ambas condiciones (TA y 5°C), nimero de pico, tiempo de
retencion, altura y absorbancia maxima de cada pico, ademas del posible tiosulfinato

al que pertenece cada uno.
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Figura 14. Cromatograma (254 nm) de los tiosulfinatos presentes en extractos de

ajo provenientes de diente “semilla” almacenados a temperatura ambiente (TA).
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Cuadro 5. Resultados obtenidos por HPLC-UV/Vis en extractos de ajo provenientes

de dientes “semilla” almacenados a temperatura ambiente (TA).

TA
Namero | Tiempode | Area Altura Abs. Tiosulfinato
de pico | retencién (MV*sec) (uV) Max probable
(min)
Tiosulfinato
1 0.874 | 2356452.3 | 281810.6 | 207,272 | d€dimetio
Tiosulfinato
2 1020 | 8145040 |1286972.6| 2686 | Ocdallo
(alicina)
Tiosulfinato
3 1274 | 4818800 | 480014.3 | 204,249 | 9¢all-metil+
de metil-alil
Tiosulfinato
4 16905 | 1037353 | 667945 | 2546 |  cemet
1,propenil+
de 1,propenil-
metil
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Figura 15. Cromatograma (254 nm) de los tiosulfinatos presentes en extractos de

ajo provenientes de diente “semilla” almacenados a 5°C.
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Cuadro 6. Resultados obtenidos por HPLC-UV/Vis en extractos de ajo

provenientes de dientes “semilla” almacenados a 5°C.

5°C
Numero | Tiempo de Area Altura Abs Tiosulfinato
de pico | retencion (MV*sec) (V) Max probable
(min)

Tiosulfinato
1 0.862 1586850.7 | 202479.7 | 207,274 | 9€ dimetilo
Tiosulfinato

2 1.022 | 10478857 |1745890.7 | 2682 | dedialio
(alicina)
Tiosulfinato

3 1.272 4448296 | 4276853 | 202,253 | deali-
' ' ' metil+ de

metil-alil
Tiosulfinato

de metil-
4 1.709 970652 55947.3 255.9 1,propenil+

de
1,propenil-

metil

El cuadro 7 presenta las areas relativas (%) de los 4 picos obtenidos en ambas
condiciones de temperatura (temperatura ambiente y 5°C), lo anterior con el objetivo
de comparar la cantidad de cada tiosulfinato presente en los extractos de ambas
condiciones de temperatura. Las areas relativas de los picos 1,3 y 4 son mayores en
la condicion de temperatura ambiente, no obstante, el area relativa del pico 2
correspondiente a la alicina es de 59.932% en la condicion de 5°C el cual es un
porcentaje superior respecto al 49.793% que corresponde al pico 2 en la condicidon

de temperatura ambiente, no se presentaron diferencias estadisticas significativas

entre los resultados de ambas condiciones.

28




Cuadro 7. Areas relativas (%) obtenidas por HPLC-UV/Vis en extractos de ajo

provenientes de dientes “semilla” almacenados a temperatura ambiente (TA) y

5°C.

TA
1 14.406 a 1 9.076 a
2 49.793 a 2 59.932 a
3 29.459 a 3 25.441 a
4 6.342 a 4 5.551 a
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6. DISCUSION
6.1 Determinacién de pungencia

Se llevé a cabo la determinacion de pungencia con el método descrito por Gordon
y Barret (2003), el cual es una modificacion al método original desarrollado por
Schwimmer y Weston (1961), debido a que presenta algunas deficiencias que
limitan su aplicacion y que pueden arrojar resultados erréneos. En el método
original la absorbancia de la reaccion es medida a 420 nm mientras que en el
método modificado es medida a 515 nm, lo anterior aumenta el grado de
sensibilidad de la medicion al disminuir la absorbancia del blanco (DNPH sin
reaccionar) respecto a la absorbancia de la reaccion. Otra deficiencia importante en
el método original radica en que la curva de calibracion obtenida con acido piravico
no presenta linealidad, lo anterior es corregido en el método modificado por medio
del incremento en la concentracién de DNPH y la medicién de absorbancia a 515

nm.

La curva de calibracion obtenida se ajustd a una linea recta y la ecuacién resultante
fue la siguiente: y = 0.1469x - 0.0926, el coeficiente de correlacion que indica el
grado de ajuste de un modelo con respecto a una distribuciéon bidimensional de
datos para este andlisis fue de R2 = 0.9935, lo anterior indica que el modelo lineal
utilizado se ajusta bien a los datos obtenidos y que la curva de calibracién es
confiable para la determinacién analitica de concentraciones de &cido piravico a
partir de absorbancias obtenidas del analito.

Gordon y Barret (2003) reportaron concentraciones de &cido pirdvico para
diferentes variedades de cebolla (blanca, roja, amarilla, Vidalia y Melody), las
concentraciones obtenidas van desde 3.43 pmol g* para cebolla tipo Melody hasta
10.81 pmol g* para cebolla amarilla mientras que en los resultados obtenidos en
este estudio los ajos provenientes de dientes “semilla” almacenados a temperatura
ambiente y a 5°C presentaron una concentracion de acido piravico de 5.091 y 3.823
umol g* respectivamente, la diferencia entre la pungencia del ajo y de ciertas

variedades de cebolla puede explicarse debido al acido pirivico enddgeno presente
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en ambas especies. En los resultados obtenidos por Gordon y Barret (2003) el
contenido de &cido pirGvico endégeno fue de 0.16 pmol g™ para cebolla tipo Melody
y de 0.32 umol g* para cebolla amarilla, mientras que en el presente estudio para
el ajo fue de 0.166 umolg™ y 0.112 pmol g™ en las condiciones de almacenamiento
de los dientes de temperatura ambiente y a 5° C respectivamente, por lo anterior,
se puede inferir que el almacenamiento en frio de los dientes “semilla” ocasiona
una reduccion en el contenido de acido piravico endoégeno presente en el bulbo de
ajo. Ademas se observé que el ajo variedad 'coreano’ es mas pungente respecto a
ciertas variedades de cebolla (Melody, Vidalia y Roja) pero algunas como la
amarilla lo son aun mas. Igualmente se observé que un rango de tiempo de 1 a 1.2
segundos en un horno de microondas con 1100W de potencia son suficientes para
la inactivacion de la enzima alinasa, lo anterior es congruente con lo reportado por
Yoo y Pike (2000), no obstante, la razon de la diferencia en pungencia entre
variedades de una misma especie aun no ha sido dilucidada.

En un estudio realizado previamente en el laboratorio de Bioquimica y Fisiologia
Poscosecha de Frutas y Hortalizas del Departamento de Investigacion y Posgrado
en Alimentos de la Facultad de Quimica de la UAQ por Corvera y Mercado, (2014),
en el que se determind la pungencia de dos variedades de ajo cv ‘coreano’ y cv
‘perla’ proveniente de dientes “semilla” almacenados a temperatura ambiente y a
5°C, se observé que la pungencia es menor en ajos provenientes de dientes
almacenados a 5°C que en los almacenados a temperatura ambiente previo al
cultivo en la variedad ‘coreano’ y que la pungencia de las dos variedades no fue

estadisticamente diferente bajo las mismas condiciones de almacenamiento.

La comparacion de contenido de acido pirGvico por gramo de ajo entre ambos
tratamientos indica que si bien existe una disminucion en el contenido de &cido
piravico en ajos provenientes de dientes “semilla” almacenados a 5°C durante cinco
semanas, estadisticamente no se presenté diferencia significativa entre las medias
de ambos tratamientos (Tukey a>0.05).No obstante, aunque la diferencia no sea
estadisticamente diferente, los datos demuestran que hay diferencias perceptibles

en el contenido de &cido pirivico entre ambos tratamientos resultando que la
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pungencia en ajos provenientes de dientes “semilla” sometidos a estrés por frio
mediante su almacenamiento a 5°C es menor que en los almacenados a
temperatura ambiente, lo anterior respaldaria lo percibido sensorialmente al cortar
ajos provenientes de ambos tratamientos en estudios anteriores realizados en el
laboratorio de Bioquimica y Fisiologia Poscosecha de Frutas y Hortalizas del
Departamento de Investigacion y Posgrado en Alimentos de la Facultad de Quimica
de la UAQ .Wall y Corgan (1992) realizaron conjuntamente la determinacion de
acido piravico descrita por Schwimmer y Weston (1961) y un andlisis sensorial
para la determinacién de pungencia de seis bulbos de cebolla mediante un panel
entrenado de ocho personas, los resultados que presentaron demostraron que
existe una correlacion significativa entre ambas determinaciones (r=0.92)
concluyendo que la determinacion analitica de &acido pirdvico mediante
espectrofotometria es una técnica mas al presentar menos variabilidad ademas de
ser mas econémica Yy objetiva que la determinacion sensorial de pungencia

mediante un panel entrenado.

La determinacion de pungencia o contenido de acido pirdvico en ajos sometidos
mecanicamente a un rompimiento enzimatico es una medicion indirecta del
contenido de tiosulfinatos, debido a que tanto el &cido pirdvico como los
tiosulfinatos se forman como productos de la reaccion de los precursores
sulfurados de sabor y olor con la enzima alinasa. El menor contenido de &cido
pirdvico que presentaron los ajos de la condicion de 5°C puede deberse a la
actividad de la enzima alinasa, la cual pudo haber disminuido debido al estrés por
frio al que es sometido el diente produciendo asi en menor cantidad los productos
de su reaccion, incluyendo el acido pirdvico, ademas como recientemente
reportaron Zhou Yy col. (2015) algunos compuestos fendlicos, mas especificamente
las flavonas con alto niamero de grupos hidroxilo inhiben hasta en un 36.6% la
actividad de la alinasa, lo anterior estaria directamente relacionado con un menor
contenido de tiosulfinatos y por ende a una menor pungencia en dientes
almacenados a 5°C debido a como reportaron previamente (Dufoo-Hurtado y col.

(2013) el almacenamiento a bajas temperaturas de los dientes "semilla” de ajo
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incrementa la sintesis de compuestos fendlicos comparada con los almacenados a

temperatura ambiente.
6.1 Alicinay tiosulfinatos totales

Han y Lawson (1994) demostraron que la determinacion de tiosulfinatos y de alicina
mediante la reaccion de esta Ultima con cisteina (Figura 12) es un método con la
suficiente sensibilidad como para detectar alicina en un rango micromolar, ademas
de que a diferencia de los métodos por cromatografia de gases (GC) y de liquidos
de alta resolucion (HPLC) no requiere de un estandar de alicina. Este método no
solamente determina la concentracion de alicina sino también de otros 7
tiosulfinatos presentes en ajo que constituyen del 20 al 40%del contenido total de
estos, ademas determinaron que todos los tiosulfinatos presentes en ajo son
altamente reactivos a grupos sulfhidricos y que al igual que la alicina, una molécula
de cualquier tiosulfinato también reacciona con dos moléculas de cisteina, cabe
mencionar que en este estudio también se comprobd que los tiosulfinatos son los
Unicos compuestos gue pueden reaccionar con la cisteina en la reaccion y que no
se presentan cantidades importantes de otros compuestos que puedan interferir en
la reaccion. Por lo anterior, el método es apto para la identificacién del contenido de
alicina y de tiosulfinatos totales presentes en extractos de ajo. Los resultados
obtenidos por Han y Lawson (1994) varian de 2.43 a 4.46 mM de tiosulfinatos para
diferentes extractos de ajo, no obstante, se desconoce si la variedad o Ila
procedencia del ajo utilizado es la misma en base a que el estudio simplemente
busca la validacion del método y no la comparacion entre concentraciéon de
tiosulfinatos entre ajos de diversas condiciones. Los resultados obtenidos por el
presente estudio al ser iguales entre si, demuestran que el contenido de
tiosulfinatos totales no varié en cada condicién de almacenamiento (TAy 5°C), por
lo cual restaria demostrar que el perfil es el mismo en ambas condiciones
mediante los resultados aportados por la cromatografia de liquidos de alta
resolucién (HPLC).
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6.2 Perfil de tiosulfinatos

El método utilizado para la separacion e identificacion de tiosulfinatos presentes en
ajo de ambas condiciones fue el descrito por Cafiizares y col. (2004). Como
previamente se ha mencionado la alicina y los tiosulfinatos en general no se
encuentran comercialmente disponibles por su alta inestabilidad quimica, por lo
anterior el analisis de estos compuestos requiere de su sintesis quimica y posterior
purificacion a nivel laboratorio, no obstante la inestabilidad de los mismos ha
llevado al desarrollo de metodologia analitica para su determinacion que en general
resulta compleja. El método que hasta la fecha resulta mas factible y efectivo para
el analisis de estos compuestos en extractos de ajo es el que incluye la utilizacion
de cromatografia de alta resolucion (HPLC) desarrollado por Lawson y col. (1991),
sin embargo, este método requiere la sintesis de estandares de cada uno de los
tiosulfinatos lo cual no resulta conveniente debido a la alta inestabilidad de los
mismos lo cual dificulta su sintesis y posterior andlisis. El método desarrollado por
Caniizares y col. (2004) es una modificacion del método de Lawson y col. (1991),
gue ademas de presentar mejorias en la cromatografia que resultan en una
separacion mas eficiente de los compuestos, resulta mas sencilla de desarrollar

debido a la utilizacion de dimetilsulféxido como estandar interno.

Ambos métodos lograron la identificacion y cuantificacibon de 5 compuestos
tiosulfinatos, el método de Cafiizares y col. (2004) los identificé presentando el
siguiente orden de elucion: tiosulfinato de dimetilo, tiosulfinato de metil-propil +
tiosulfinato de propil-metil, alicina, tiosulfinato de alil-metil + tiosulfinato de metil-alil y
tiosulfinato de metil-1,propenil + tiosulfinato de 1,propenil-metil (Figura 14).

En los cromatogramas obtenidos (Figura 14 y 15) se observan 4 picos, y que de
acuerdo al orden de elucién descrito anteriormente podrian corresponder a los
siguientes compuestos: tiosulfinato de dimetilo, tiosulfinato de dialilo (alicina),
tiosulfinato de alil-metil+ tiosulfinato de metil-alil y tiosulfinato de metil-
1,propenil+tiosulfinato de 1,propenil-metil. El pico 2 observado en el cromatograma
del estudio realizado por Cafizares y col. (2004) (Figura 16) correspondiente al
tiosulfinato de metil-propil y a su isbmero tiosulfinato de propil-metil no se aprecia en
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los cromatogramas obtenidos en este estudio, lo anterior se puede atribuir a que
debido a su baja concentracion el compuesto fue arrastrado por el pico
correspondiente a la alicina, ademas como reporto previamente Lawson y col. (1991)
este tiosulfinato y su respectivo isdmero son los compuestos que se encuentran en
menor proporcion en la deteccion a 254 nm de tiosulfinatos presentes en extractos
de ajo fresco, no se puede concluir que dichos isdmeros no se encuentren presentes
en las muestras simplemente que no fueron eficazmente identificados por este
estudio. En cuanto al pico 5 correspondiente al dimetilsulféxido utilizado como
estandar interno (Figura 16), en los cromatogramas obtenidos (Figura 14 y 15) no se
presentd, lo anterior debido a que por su baja concentracion fue arrastrado por la
fase movil en la elucion de los compuestos tiosulfinatos y no fue posible su
identificacion por el detector UV / Vis, por lo anterior, el perfil de tiosulfinatos de ajos
procedentes de dientes “semilla” almacenados a temperatura ambiente y a 5°C
resulté cualitativo en base al orden de elucion reportado por Cafiizares y col. (2004)
y semicuantitativo por el area bajo la curva de cada pico obtenido.

En ambos cuadros se observa que los datos de los picos en ambas condiciones
son similares entre si lo cual corresponde a los cromatogramas observados (Figura
14 y 15), en ambos extractos se presentaron 4 picos correspondientes a 4
compuestos tiosulfinatos (identificados en estudios previos) con tiempos de
retencion de 0.874,1.020, 1.274 y 1.6905 en el extracto aceténico correspondiente
a la condicion de temperatura ambiente y 0.862,1.022, 1.272 y 1.709 en el extracto
acetoénico correspondiente a la condicion de 5°C, ademas las absorbancias
méximas de cada pico son similares en ambas condiciones notadndose en que en la
condicion de temperatura ambiente las areas relativas de los picos son mayores a
excepcion de la correspondiente a la alicina (Cuadro 7) demostrandose que en esta
condicion ciertos tiosulfinatos podrian estar en mayor proporcion que en la
condicion a 5°C al ser el area una representacion de la cantidad de compuesto
presente en cada pico. Las diferencias entre los tiempos de retencion obtenidos y
los reportados por Canfizares y col. (2004) (Figura 16) se deben a que la columna

gue ellos utilizaron era una C18 (150 x 4.6 mm) y la utilizada en el presente estudio
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fue una C18 (100x 4.6 mm) por lo que al ser més corta los tiempos de retencion de

cada compuesto en la columna son menores.
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Figura 16. Cromatograma (254 nm) de los tiosulfinatos presentes en extractos
acetonicos de ajo. (Picos: 1= tiosulfinato de dimetilo,2= tiosulfinato de metil-propil +
de propil-metil ,3= alicina, 4= tiosulfinato de alil-metil + de metil-alil,
5=dimetilsulfoxido, 6= tiosulfinato de metil-1,propenil + de 1,propenil-metil. Tiempos
de retencion, picos: 1=3.5-5 min, 2=4.3-5.2 min, 3=5.6-6.6 min, 4=7.3-8.2 min, 6= 10-
10.8 min (Cafiizares y col. 2004).

Al no presentarse diferencias significativas entre los cromatogramas de ambas
condiciones (TA y 5°C) se respaldan parcialmente los resultados obtenidos en la
determinacién de alicina y tiosulfinatos totales en donde los ajos de ambas
condiciones presentaron el mismo contenido de tiosulfinatos y de alicina. Al ser la
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) un método de mayor
sensibilidad que el espectrofotométrico utilizado para la determinacion de alicina y
tiosulfinatos totales, se puede explicar que en el primero no se hayan podido
detectar diferencias en el contenido de tiosulfinatos, aunado a que la concentracion
de alicina que representa cerca del 70% del total de tiosulfinatos presentes se

encuentre en mayor proporcién en ajos de dientes “semilla” almacenados a 5°C.

Se puede concluir que en los ajos provenientes de dientes “semilla” almacenados a
temperatura ambiente (TA) se encuentran los mismos compuestos tiosulfinatos pero

en proporcion relativa superior que los encontrados en ajos provenientes de dientes
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“semilla” almacenados a 5°C con excepcion de la alicina cuya proporcion es mayor
en la condicion de almacenamiento de 5°C, por lo anterior, la diferencia obtenida en
la pungencia entre ambas condiciones no se debe a un cambio en el perfil de
tiosulfinatos pero si a una diferencia en la cantidad de cada tiosulfinato producido
por accion de la alinasa debido a la disminucién que esta sufre en su actividad
enzimética por al estrés generado al diente en su almacenamiento a 5°C, que si bien
no es estadisticamente significativa puede ser suficiente para generar un cambio en
la pungencia percibida. No obstante, la diferencia en la pungencia también puede
deberse a ciertos compuestos del tipo tiosulfinato presentes en ajo que no fueron
identificados en el presente estudio ,es posible que algunos de ellos contribuyan al
cambio percibido en la pungencia, no obstante, los métodos requeridos para su
eficaz identificacion aun no han sido desarrollados. Ademas cabe mencionar que
como se observd en los resultados obtenidos de la determinacion de pungencia el
contenido de &cido piravico endégeno es menor en dientes almacenados a 5°C y

gue de este compuesto depende en gran medida la pungencia percibida.
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7. CONCLUSIONES

El almacenamiento de los dientes “semilla” de ajo a 5°C disminuyé la cantidad de
acido piravico total producido por accion de la alinasa en comparacion con los
dientes “semilla almacenados a temperatura ambiente, ademas se observo que el
contenido de acido piravico enddgeno es menor en la condicion de temperatura de
5°C.

El contenido de alicina y de tiosulfinatos totales obtenidos mediante
espectrofotometria fue el mismo para ambas condiciones de almacenamiento,
encontrandose 0.2499+1.24824E-07 mM de tiosulfinatos / g de ajo y
0.2499+1.24824E-07 g de alicina/ g ajo.

El perfil de tiosulfinatos obtenido por cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC) no present6 cambios en las dos condiciones de temperatura de
almacenamiento de los dientes “semilla” de ajo, para ambas condiciones se
observaron 4 picos correspondientes a compuestos tiosulfinatos, los cuales han
sido previamente identificados, encontrandose la alicina en concentraciones mas
altas en las muestras a 5°C comparadas con las muestras a temperatura ambiente,
no obstante, la proporciéon de los demas tiosulfinatos resultdé menor en la condiciéon
de 5°C

Se evalud el efecto de la temperatura de almacenamiento de los dientes “semilla”
de ajo almacenados a 5°C y a temperatura ambiente encontrandose que la
pungencia, determinada por el contenido de &cido piravico disminuye en los dientes
“semilla” almacenados a 5°C, el perfil de tiosulfinatos para ambas condiciones es el
mismo no obstante la cantidad de tiosulfinatos cambia, la alicina que representa del
60-80% del total de tiosulfinatos aumenta en la condicion de 5°C mientras que el
resto de los tiosulfinatos disminuye en esta misma condicion. Por lo anterior, se
requiere de un estudio mas exhaustivo para poder identificar todos los compuestos
tiosulfinatos presentes en ajo y asi dilucidar si estos compuestos son los que
causan una disminucién en la pungencia de ajos provenientes de dientes “semilla”
almacenados a 5°C.
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