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RESUMEN

El propdsito del trabajo fue determinar las concentraciones de alicina en bulbos de ajo morado y su relacion con la densidad
de siembra, la nutricion con KNO; y las condiciones de almacenamiento, utilizando la técnica de HPLC. Para la etapa de
campo se empled un disefio en bloques al azar con arreglo de tratamientos en parcelas divididas, con tres densidades de
siembra (100. 50 y 33,33 plantas m™) y tres dosis de KNO; (25. 50 y 100 kg ha™). Para la etapa de almacenamiento el
disefio fue completamente al azar, con arreglo de tratamientos en factorial 3%x2, distribuidos en dos lotes de 180 bulbos, uno
almacenado a temperatura ambiente (25 + 2 °C y 70% HR) y el otro refrigerado a 10 + 2°C con 85% HR, durante 90 dias.
Las evaluaciones se realizaron al momento de la cosecha para todos los tratamientos aplicados en campo, y de alli se
selecciond el tratamiento con mayor concentracion de alicina para evaluar su comportamiento a los 30, 60 y 90 dda. Como
resultado, el tratamiento de 50 plantas m? y 100 kg ha™ present el mayor nivel de alicina (12,3 mg g). Se registré una
mayor concentracion de alicina en los bulbos colocados a 10 °C, 85% HR. Ademas, se observé una reduccion significativa
del contenido de este compuesto en las dos condiciones estudiadas a medida que transcurrié el tiempo de almacenamiento,
aunque la pérdida fue mayor en los bulbos almacenados a mayor temperatura y menor HR.
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ABSTRACT

The purpose of this research was to determine the levels of purple garlic allicin and its relation to planting density, nutrition
with KNO; and storage conditions using the technique of HPLC. For stage field design was used with random block
arrangement of treatments in a split plot, with three planting densities (100. 50 and 33.33 plants m™?) and three doses of
KNO; (25. 50 and 100 kg ha™), For the storage stage used a completely randomized design with factorial arrangement of
treatments in 3% x 2, divided into two lots of 180 bulbs, one stored at room temperature (25 + 2 °C and 70% RH) and the
other cooled to 10 + 2 °C with 85% RH for 90 days. Evaluations were performed at harvest time for all treatments applied
field and hence the treatment was selected with the highest concentration of allicin to evaluate their behavior at 30, 60 and
90 das. As a result, treatment of 50 plants m? and 100 kg ha™ had the highest content of allicin (12.3 mg g). A higher
concentration of allicin was recorded in the bulbs placed at 10 ° C, 85% RH. Furthermore, a significant reduction of the
content of this compound in the two conditions studied as storage time is observed, the reduction was greater in the bulbs
stored at higher temperatures and lower RH.
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INTRODUCCION

Las investigaciones sobre la biosintesis de los
constituyentes del olor y sabor en especies de Allium,
se iniciaron con el descubrimiento de Stoll y Seebeck
(1947) quienes determinaron la presencia de alliina en
los tejidos de los bulbos de ajo, como una fuente
estable del dialil tiosulfinato (Alicina). Luego,

Lancaster et al. (2000) propusieron una via de sintesis
que requiere al péptido y-glutamyl como
intermediario y que conduce a la produccion de los
compuestos del aroma.

Una caracteristica significativa de las especies
de Allium es la presencia de compuestos organo-
azufrados, cuya composicion y cantidad estan
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fuertemente afectadas por factores genéticos vy
ambientales (Randle, 1997; Kamenetsky et al.,
2005). Los mayores generadores de estas sustancias
son aminodcidos no volétiles, incluyendo al alquenol
cistein sulfoxidos (ACSOs) y dipéptidos relacionados
(Kasuga et al., 2001; Rybak et al., 2004). Las
diferencias en la intensidad del sabor entre las
especies de este género se debe a la presencia de
varios precursores y a la proporcién en la cual ellos
son acumulados, los cuales derivan del S-alk(en)il-L-
cistein sulfoxido (Randle y Lancaster, 2002).

La alicina es un compuesto sulfuroso natural
que representa alrededor del 70% de los tiosulfinatos
producidos cuando aliina, isoaliina y metiina
interactan con la enzima alinasa, luego de que los
bulbos maduros son estrujados o dafiados (Arnault et
al., 2003; Shadkchan et al., 2004). El ajo fresco o
procesado, contiene pequefias cantidades de alicina,
las cuales se han asociado con algunas propiedades
saludables como antimicrobial y anti-inflamatorio
(Kasuga et al., 2001; Shadkcman et al., 2004),
ademas la disminucién de la agregacion plaquetaria y
la prevencion de la arterosclerosis (Miron et al.,
2003).

La mayoria de los bulbos intactos presentan el
precursor no volatil S-alk(en)il-L-cistein sulfoxido.
La enzima alinasa cataliza la conversion de este
compuesto a tiosulfinatos, mientras el piruvato y el
amonio son formados como subproductos (Nishimura
et al., 2000). Los tiosulfinatos son relativamente
inestables, cuando son almacenados por largos
periodos y temperaturas superiores a 25 °C ya que
pasan a formar di, tri y polisulfuros mas complejos
(Kubec et al., 2007).

Los compuestos S-metil-L-cistein sulfoxido
(metiina), S-alil-L-cistein sulfoxido (aliina) y S-trans-
1-propenil-L-cistein sulfoxido (isoaliina) han sido
reportados como constituyentes de ajo, cebolla y ajo
porro, siendo este ultimo el precursor del factor
lacrimdgeno de la cebolla (Vagen y Slimestad, 2008).
La metiina ha sido el mayor componente detectado en
algunas especies de Allium, mientras que aliina e
isoaliina se han encontrado en menor cantidad (Kubec
et al., 2002). La proporcion de tiosulfinatos para
especies silvestres varia entre 0,006 y 0,309% (Krest
et al., 2002).

Los derivados del cistein sulféxido estan
presentes en todas las partes de la planta de Allium.
Asi, la metiina, aliina e isoaliina fueron aislados de
bulbos, tallos, hojas y flores de Allium siculum y son

los metabolitos secundarios mas comunes en la
mayoria de las especies de este género (Krest et al.,
2002; Keusgen et al., 2002; Kubec et al., 2000). Sin
embargo, la concentracion relativa de esos derivados
también puede cambiar con el tiempo de
almacenamiento del 6rgano en estudio y las
condiciones que se utilicen para su conservacion.

En Venezuela la informacion sobre la
fisiologia poscosecha del ajo durante el
almacenamiento es aun escasa, sobre todo el aspecto
bioquimico ha sido poco estudiado, considerando que
el olor caracteristico del ajo proviene de la mezcla de
varios sulfuros producidos en el metabolismo
secundario. En este sentido, este trabajo tuvo como
proposito evaluar el efecto de la densidad de siembra,
la nutricion con KNO; y las condiciones de
almacenamiento  sobre la  concentracion  del
metabolito llamado alicina en bulbos de ajo criollo
morado.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo de campo se llevd a cabo en la
Finca San Isidro, situada en la localidad de Monte
Carmelo, estado Lara, a una altitud de 1.700 msnm.
El manejo agrondmico estuvo basado en el plan
aplicado normalmente por los productores de la zona,
es decir, en la fertilizacion se aplicaron 90 kg.ha™ de
urea a los 10 dias después de la siembra (dds), 70
kg.ha™ de formula completa (12-24-12) al inicio de la
bulbificacion y 70 kg.ha™ de 12-12-17 en plena
bulbificacion (75 dds). Se utilizo riego por aspersion,
aplicado en intervalos de 3 dias. El control de malezas
se realiz6 con Hache Uno 2000® (Fluazifop-p-butil)
(1 L.ha') a los 15 y 45 dds. Para la presencia de
Thrips se emple6 Amidor® (Metamidofos) (1 L.ha™).

Se utiliz6 un disefio de experimento en
bloques al azar (cinco bloques) con arreglo de
tratamientos en parcelas divididas, donde en la
parcela principal se emplearon tres densidades de
siembra: D, = 100 plantas m™ (5 cm entre plantas y
20 cm entre hileras), D, = 50 plantas m? (10 cm entre
plantas y 20 cm entre hileras) y Ds: 33 plantas m? (15
cm entre plantas y 20 cm entre hileras); mientras que
en las sub-parcelas se aplicaron tres dosis de potasio:
K. = 25 kg ha™, K, = 50 kg ha™ y K5 = 100 kg ha™,
empleando como fuente el Nitrato de Potasio (KNO3).

Para el ensayo de almacenamiento, los bulbos
se colocaron sobre mesones en bandejas plasticas en
un cuarto a temperatura ambiente (25 + 2 °C y 70%
Humedad relativa (HR) y en cavas de refrigeracién
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(10 + 2 °C con 85% HR), durante 90 dias bajo
condiciones controladas de temperatura y HR. Se
establecid un disefio completamente al azar con
arreglo de tratamientos en factorial 3° x 2. Las
determinaciones de alicina se hicieron al momento de
la cosecha para todos los tratamientos aplicados en
campo, y de alli se selecciond el tratamiento con
mayor concentracion de alicina (50 plantas m™? y 100
kg ha™ de KNO,), para evaluar su comportamiento a
los 30, 60 y 90 dias después del almacenamiento
(dda). Se realizaron analisis de varianza y pruebas de
media segin Tukey con un nivel de P < 0,05 para los
niveles, factores e interacciones que resultaron
significativos utilizando el paquete estadistico
Statistic para Windows 8.0.

Para la preparacion del extracto se utilizaron
bulbos de ajo criollo morado previamente liofilizados
en un equipo Labconco Freezone-6 a 0,22 mBar
durante 72 horas, y se siguio el método descrito por
Perotto et al. (2008). Se tomé 1 g de la muestra
triturada se homogeniz6 con 10 mL de agua destilada
y se dejé en reposo durante 10 min. Luego se
colectaron 5 mL y se centrifugé a 14000 rpm por 5
min, pasado este tiempo se extrajo 1 mL del
sobrenadante y se mezclé con 1 mL de metanol
absoluto. Esta mezcla fue centrifugada a 14000 rpm
durante 5 minutos y se tom6 1 mL del sobrenadante
para inyectar en el cromatdgrafo.

La separacion de la alicina en los extractos de
ajo se llevd a cabo mediante Cromatografia Liquida
de Alto Performance (HPLC) utilizando un
cromatgrafo Waters® modelo 486 en fase inversa,
con una columna Symetry Cyg de 3,5 um de tamafio
de particula y de 4,6 x 100 mm de didmetro y largo,
respectivamente y un detector ultravioleta Waters
410, operado a una longitud de onda de 205
nandémetros (nm), recomendado para el estandar
alicina de Catalyst R&D®.

Se utilizdé una elucion isocratica en metanol:
agua (50:50% v/v) como fase mévil a un flujo de 1

mL min™ (Sarah, 2005). Se inyectaron 10 uL del
extracto metandlico en el equipo HPLC a 25 °C. Los
tiempos de retencion y el espectro de absorcion
obtenidos para cada muestra fueron comparados con
el estandar comercial alicina de Catalyst R&D®. La
cuantificacion se realiz6 por el método de la curva del
estandar Y=44164X-11951, utilizando diferentes
concentraciones que fueron inyectadas en el
cromatografo (0,0169; 0,0793; 0,1230; 0,1775 y
0,2550 g mL). Se inyectaron 12,2 ug mL; 57,1 ug
mL; 88,5 pg mL; 12,8 pg mL y 18,4 pg mL del
estandar. Los resultados fueron expresados como mg
g™ de masa seca.

RESULTADOS Y DISCUSION
Perfil de separacion de la alicina

El perfil de separacién generado por el
cromatograma de las muestras de ajo criollo morado
al momento de la cosecha es mostrado en la Figura 1.
En todos los tratamientos, un pico presentd un
espectro similar al estandar de la alicina, con tiempo
de retencion (Tr) de 5,57 min y una absorbancia de
205 nm. Este Tr coincide parcialmente con Perotto et
al. (2008) quienes aplicaron la técnica de HPLC y
reportaron la presencia de alicina en ajo argentino
indicando un Tr 5,83 min e igual longitud de onda.
Asimismo, Leelarungrayub et al. (2006) reportaron
un cromatograma tipico para muestras de cebollin
donde ademas de otros compuestos destaca la alicina
con un Tr de 4,62 min.

Cuantificacion de la alicina

En el Cuadro 1 se presentan los resultados de
la cuantificacion de la alicina determinados en los
bulbos de ajo morado al momento de la cosecha. Los
tratamientos aplicados en campo afectaron el
contenido de éste compuesto, estableciéndose una
interaccion altamente significativa entre la densidad y
las dosis de KNOs, correspondiendo las mayores
concentraciones (13,3 mg g™) a los bulbos donde se

—+ Alliin - 4,201

D|>' Allicin - 5 679

T
0,50 1,00 1,50 2,00 250 3,00 3,50 4,00 450

T
500 580 5,00 6,50 7,00 750 ,00 a0 9,00 9,50 100
Mirtes

Figura 1. Cromatograma de las muestras de ajo criollo morado (Allium sativum L.) mostrando la separacién de alicina al

momento de la cosecha.
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utilizé la densidad de 50 plantas m? y se aplicaron
100 kg ha™ (Datos no mostrados).

En los resultados presentados se pudo
observar que tanto la densidad como la aplicacion
adicional de KNOs; en campo, tuvieron un efecto
significativo sobre el contenido de alicina en los
bulbos de ajo. En el caso de los bulbos provenientes
de las parcelas con bajas poblaciones se registro la
mayor cantidad de alicina, en comparacion con
aquellos de las poblaciones méas densas; mientras que
en las dosis de KNOs, se observé una respuesta lineal,
debido a que a medida que se aumentd la cantidad del
fertilizante también se incrementaron los contenidos
de este compuesto en los bulbos (Cuadro 1).

La explicacion del efecto del KNO; aplicado
en campo sobre la concentracion de alicina observado
en este ensayo, podria estar asociado con el papel del
K en la formacion de los precursores del aroma. El K
pudiera estimular la hidrélisis del S-alk(en)il-L-
cistein sulféxido para que reaccione con la enzima
alinasa y produzca algunos sulfuros volatiles (Yoo et
al., 2006; Losék et al., 2010), entre los cuales esté la
alicina. Una explicacion alternativa pudiera ser que el
aporte de nitrdgeno al suelo favorece la sintesis de
proteinas en el ajo (cebolla), y por tanto la produccién
de la enzima aliina (Huchette et al., 2007).

También se ha demostrado el efecto del N
sobre este proceso enzimatico en cebolla, ya que la

Cuadro 1. Efecto de la densidad de siembra y la
fertilizacion con KNO; sobre el contenido de
alicina (mg g™) en el bulbo de ajo criollo
morado (Allium sativum L.), al momento de la
cosecha.

Contenido de alicina

Tratamiento (mg g™
Densidad (plantas m™) (De)

33 8,86 b
50 12,54 a
100 7,95¢
Dosis KNO; (kg ha™®) (Do)

25 6,57 ¢
50 11,56 b
100 12,22 a
De x Do **
Promedio 9,78
Coeficiente de variacion (%) 1,61

t Medias seguidas por letras distintas  son

significativamente diferentes segin Tukey (p < 0,05)

alinasa en un primer paso transforma 2 moléculas de
aliina en 2 de &cido alilsulfénico, 2 de acido piravico
y 2 de amoniaco (McCallum et al., 2005). Otros
estudios en nutriciébn mineral han indicado que la
suplencia de N en exceso tiende a reducir la sintesis y
acumulacion de compuestos fitoquimicos, mientras
gue la deficiencia tiene un efecto opuesto (Leskovar
et al., 2009).

Por otro lado, Keusgen et al., (2002)
considerd que el perfil del aroma en Allium dependid
del patron parental utilizado. Asi, se puede establecer
una muy buena correlacién entre el tiosulfinato
producido y el precursor del aroma. De acuerdo con
estos autores, dependiendo de la especie involucrada,
los hibridos corresponden mas o menos a un “tipo
ajo”, caracterizado por mayores niveles de los
disulfuros di-2-propenilo y metil-1,2-propenilo, o un
“tipo cebolla”, conteniendo predominantemente los
disulfuros di-propilo y 1-propenil propilo en la
fraccion del aroma.

Esta aseveracion también se corresponde con
la actividad de la enzima alinasa, la cual debe ser
suficiente para garantizar la total conversion del
sulféoxido de cisteina a componentes volatiles del
aroma (Losdk et al., 2010). Al respecto,
Leelarungrayub et al. (2006) correlacionaron una
mayor actividad de esta enzima con la produccion de
disulfuros en cebollin.

Una consideracion importante es que los
valores promedio de alicina presentes en el mejor
tratamiento de campo (12,38 mg g*) y encontrados al
momento de la cosecha, son superiores a los 0,28 mg
g™ de ajo reportado por Cantwell et al. (2003). De
igual manera, son similares a los 12 mg g™ reportados
por Perotto et al. (2008) en ajo morado argentino y
superiores a 9,0 mg g~ en ajo australiano (Sterling y
Eagling, 2001). Las discrepancias en estos valores
pueden ser atribuidas al genotipo y el método de
analisis. Se ha demostrado que la sintesis de alicina es
diferente en algunas especies de Allium posiblemente
por “la ausencia del sulfoxido precursor” o la falta de
un sistema de reduccién capaz de reducir n-propil a
n-alil derivados (Leelarungrayub et al., 2006).

Las diferencias encontradas con respecto a
otros estudios también podrian explicarse, ademas de
los factores genéticos y ambientales (Sara et al.,
2005), a las condiciones de cultivo y el tiempo de
cosecha (Sterling y Eagling, 2001), los cuales
influyen en el estado fisioldgico de la planta y pueden
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contribuir con las alteraciones cuantitativas de estos
compuestos en los bulbos (Kopsell y Lefsrud, 2009).
Variaciones significativas en las concentraciones de
aliina, isoaliina y alicina han sido determinadas entre
accesiones y entre plantas de ajo crecidas bajo
diferentes condiciones ambientales (Kamenetsky et
al., 2005).

Asimismo, la cantidad de precursores del S-
alil cistein sulfoxido necesarios para aumentar el nivel
de alicina formado en el tejido de ajo puede provenir
de aquellos péptidos y—glutamyl acoplados a la
cadena (Lancaster y Shaw, 2001; Gorinstein et al.,
2008) y que no fueron detectados por la metodologia
utilizada. Por lo tanto, la concentracion de este
compuesto pudiera ser mayor, pero también se
pueden producir pérdidas inevitables durante su
purificacion (Hu et al., 2002).

Por otra parte, en el Cuadro 2 se presenta la
evolucion del contenido de alicina en los bulbos para
el tratamiento de 50 plantas m? y 100 kg ha™ durante
el almacenamiento a 25 °C, 70% HR y 10 °C, 85%
HR, respectivamente. Se puede observar que a partir
de los 60 dda se encontraron diferencias significativas
entre las 2 condiciones de almacenamiento,
registrando una mayor concentracion de alicina en los
bulbos colocados a 10 °C, 85% HR.

Asimismo, a partir de los 30 dda el contenido
de alicina en los bulbos registré una disminucion
significativa en las dos condiciones estudiadas,
aunque esta pérdida fue mas drastica durante el
tiempo de almacenamiento a 25 °C y 70% HR
comparado con las muestras colocadas a 10 °C y 85%
HR, debido a que en la primera condiciéon la
reduccion fue 6,79 mg g™ y en la segunda 2,62 mgg™.

Esta respuesta pudiera atribuirse a la
degradacion térmica del S-alk(en)il-cistein sulfoxido
formando mono, di, tri y tetrasulfuros, asi como
grupos di-metilos (Arnault et al., 2003; Kubec et al.,

2007). De igual manera, la conservacion de las
concentraciones de alicina en los bulbos almacenados
a bajas temperaturas (0 °C y 1 °C) fue observado
previamente por Cantwell et al. (2003) y Sterling y
Eagling (2001).

En esta investigacion se pudieron observar
variaciones en las concentraciones de alicina en las
dos condiciones de almacenamiento. Estos resultados
no concuerdan con Huchette et al. (2007) quienes no
encontraron efecto directo de la temperatura sobre las
cantidades de su precursor aliina en bulbos de ajo,
pero sefialaron que ella pudiera interactuar con los
carbohidratos y alterar su acumulacion afectando la
conversion a alicina.

CONCLUSIONES

La densidad y la aplicacion de KNO; en
campo tuvieron un efecto significativo sobre la
concentracion de alicina en ajo criollo morado. En
todos los tratamientos aplicados en campo se
determind la presencia de este compuesto, pero los
bulbos desarrollados en las poblaciones de 50 plantas
m? vy fertilizadas con 100 kg ha®, presentaron la
mayor cantidad del metabolito.

Durante el almacenamiento del ajo criollo
morado se registrd6 una mayor concentracion de
alicina en los bulbos colocados a 10 °C, 85% HR.
Ademas, se observo una reduccion significativa del
contenido de este compuesto tanto a 25 °C, 70% HR
como a 10 °C, 85% HR a medida que transcurrio el
tiempo de almacenamiento, aunque la pérdida fue
mayor en los bulbos colocados a mayor temperatura y
menor HR.

Las variaciones en el contenido a alicina
observado en los bulbos de ajo morado durante el
almacenamiento pudieran estar relacionadas con el
material genético parental y las condiciones utilizadas
para su conservacion.

Cuadro 2. Cambios en el contenido de alicina (mg g*) en el bulbo de ajo criollo morado (Allium sativum L.) para el
tratamiento 50 plantas m? y 100 kg ha' de KNOs, luego de 30, 60 y 90 dias bajo dos condiciones de

almacenamiento.

Contenido de alicina (mg g7)

Condicion de Dias después del almacenamiento
Almacenamiento 30 60 90
Ambiente (25 + 2 °C, 70% HR) 15,44 a 10,47 b 8,65Db
Refrigerada (10 + 2 °C, 85% HR) 15,87 a 14,57 a 13,25 a

t Medias de los tratamientos seglin Tukey (p < 0,05)
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