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“DETERMINACION DE ALINA Y ALICINA CONTENIDOS EN
EXTRACTO DE AJO EN POLVO (Allium sativum L.) MEDIANTE
METODOS INSTRUMENTALES DE ANALISIS”

CAPITULO 1

INTRODUCCION

En vista del gran auge que estan teniendo nuevamente fos productos herbolanos en’ el
drea de la medicina, se han estado realizando investigaciones cientificas de las
propiedades farmacologicas y nutricionales que poseen los principios activos contenidos
en las plantas medicinales; para conocer sus efectos, se han hecho varios estudios tanto

in vitro como in vivo en ratones, conegjos, humanos, etc.

Por otra parte, ademas de los productos naturales, los productos procesados que se
venden en las tiendas naturistas requieren de la identificacion, analisis y control del
contenido de los marcadores terapéuticos, de tal forma que garanticen al consumidor

los grandes beneficios que proveen a la salud.

En el caso particular del ajo (Alfium sativum 1), éste ha sido usado a través de todos
los tiempos como un excelente medicamento herbolario, va que posee una gran
diversidad de propiedades terapéuticas. Los componentes, a quienes se les atribuye el

poder curativo, son principalmente la alicina y sus productos de transformacion.



Entre otras propiedades, tiene actividad antimicrobiana de amplio espectro'**®; tiene
actividad antifiingica, ya que inhibe el crecimiento de aproximadamente 60 especies de

© tiene

2

hongos y levaduras, (incluida Candida albicans, causante de vaginitis)®?®

actividad antiviral, pues ayuda a aliviar gripes comunes en la etapa temprana de la

d (10,24,

enfermeda tiene actividad antiparasitaria, destruye las amibas que causan la’

. . 5,30 . . . v . .
disenteria'*”"; disminuye los niveles de colesterol enddgeno y la sintesis de

(15,19,25,3

triacilgliceroles BATILID. disminuye la agregacion plaquetaria®®***"; disminuye la

actividad de las células cancerigenas®**“***. incrementa la respuesta inmune a nivel

de las células T “helper*5%9 | |

Para lograr estos efectos, se debe consumir una cierta cantidad de ajo; sin embargo, la
cantidad minima necesaria para obtener buenos resultados, ain es cuestionada. Si bien,
se sabe que se requiere ingerir un promedio de 3 g de ajo fresco al dia'’®, equivalente a

un diente de ajo en promedio,**"

o 900 mg de extracto de ajo (3 cipsulas o tabletas
diarias de 300 mg cada una) durante 4 meses por Io menos para lograr obtener efectos
terapéuticos signiﬁcativosm); dicho de otra manera, el extracto de ajo estandanizado

deberia contener al menos 1.3 a 1.5% de alina"“**

, para poder garantizar al consumidor
el alcance de sus beneficios, como se mencionard con detalle mas adelante. Por estas
razones, s importante conocer el contenido de los principios activos en el extracto de

ajo en polvo*,

Gracias al avance en el campo de la quimica analitica, existen varios métodos
instrumentales que por su sensibilidad y selectividad son capaces de auxiliarnos en la
identificacion y determinacion de los componentes activos de las plantas medicinales.

La fluorometria, espectroscopia infrarroja, espectrometria de masas, absorcion

* La alina es un aminoicido sccundario que proviene de la cisteina, ¢l cuul a su vez cs
transformado enzimdticamente por la alinasa en alicina. Aunque no posce propicdades
terapéuticas, s considerado como un excelente marcador, dada su termoestabilidad v
propiedades fisicoquimicas, para la evaluacion del ajo fresco v de los extractos de ajo.



ultravioleta, etc., cualquiera de éstos acoplados a equipos de cromatografia de gases o
cromatografia de liquidos de alta resolucion son los sistemas que mas se utilizan en la

determinacion de la alina y la alicina, de acuerdo a la literatura revisada,

En este trabajo se discuten varios métodos instrumentales de analisis reportados para la
determinacion de alina, alicina y sus derivados de sulfure; en él se incluyen métodos de
Cromatografia de Gases (CG), de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
(CLAR), de Cromatografia en Capa Fina (CCF), métodos espectrométricos, como el
Ultravioleta - (UV) y el. Infrarrojo (IR). Después de analizarlos y compararlos, se
sugieren los métodos que reinan las mejores ventajas en la identificacion y evaluacion

del contenido del ajo fresco y del extracto de ajo en polvo.

Cabe sefialar que la United States Pharmacopoeia (USP), 24a. edicion®”, publica en la
monografia del ajo la identificacion cualitativa y el contenido de alina mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucion; sin embargo, esta metodologia atin no ha
sido implementada en México en las empresas de medicina herbolaria, por lo que me
enfocaré en los resultados obtenidos por investigaciones extranjeras, de acuerdo a los

articulos publicados en Estados Unidos de Norteamérica, Alemama y Japon,




CAPITULO II

GENERALIDADES

IL1 DESCRIPCION GENERAL DEL AJO.

Existen alrededor de 500 especies de ajo®* ", pero la especie a la cual me refiero en
este trabajo es Allium sativum L., originario de Asia, miembrd de la familia de las
liliaceas, es una planta perenne que se cultiva en varias rtegiones del mundo. Se

(29)

producen en los bosques abiertos del Hemisferio Norte™. En la actuahidad, México es

el segundo pais productor en el continente Americano, después de Estados Unidos®™”.
Por mencionar un ejemplo, en el estado de Guanajuato se producen hasta 40 mil

toneladas al afic"?.

I1.1.1 Caracteristicas botdnicas.

El ajo (Alfium sativiem L.) es una planta
vivaz, forma parte de la familia de las
cebollas, puerros y cebollinos, carac-
terizada por un bulbo (ver el dibujo,
parte 1) compuesto por grandes
bulbillos (dientes) individuales, ovales

v puntiagudos en el extremo superior,

recubiertos por una membrana
consistente y unidos en una parte
comun lefiosa, L.a membrana de los
bulbillos o dientes tiene vanas capas.

El tallo (ver el dibujo, parte 2} es simple,




cilindrico, lampifio y con unas hojas inferiores sésiles. Las hojas son planas con un canal
central, de cotor verde ceniciento, puntiagudas en el extremo superior y de unos 12 mm
de anchura. Las flores, que en un principio estan rodeadas de una espata (ver el dibujo,
parte 3) forman una umbela laxa, son blanquecinas, rosaceas o incluso verdosas, estan
provistas de 6 pétalos libres y lanceolados y de 6 estambres unidos por sus filamentos
ensanchados al periantio. Las semillas son negras y brillantes. Entre las flores de la
periferia de la umbela se desarrollan otros tipos de bulbillos esféricos {ver el dibujo,
parte 4) que pueden aparecer también en la base del tallo””*?. El bulbo, fresco o

. . . .. .. 57
deshidratado, se usa en la cocina como condimento o con propdsitos medicinales®”.

1L.2 ANTECEDENTES HISTORICOS.

[1.2.1 Usos y tradiciones.

A través de los afios, ‘el ajo ha tenido un lugar prominente en muchas culturas. El
documento de Sanskrit, escrito hace aproximadamente 5000 afios, regisira el uso del
ajo como remedic medicinal, también los chinos lo han utilizado por lo menos 3000
afios. El Codigo Ebers, un papiro de medicina egipcia que data de 1550 afios A.C,,
menciona al ajo como un remedio muy efectivo para reducir la presion arterial,
problemas respiratorios e infecciones, dolores de cabeza, para desinfectar heridas y en
general mantener una buena salud utilizandolo en una gran variedad de alimentos.
Hipocrates, Aristoteles, Dioscorides. Plinio, Aristofanes y otros como Celso en su

“Historia de la Medicina Alejandrina” citaron numerosos usos terapéuticos del ajo 7.

Cuentan que en 1721, en la ciudad de Marsella se abatid sobre la poblacion una terrible
peste, miles de personas morian diariamente y no habia quien quisiera enterrar a las
victimas por temor a un contagio fatal. A falta de voluntarios, las autoridades optaron
por hberar a cuatro condenados a muerte para que realizaran esta desagradable tarea,

cosa que hicieron porque no tenian otra alternativa.
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Sorprendentemente no les afecto la peste y se descubrié que tomdban vino con ajo
macerado, esta bebida llegd a ser conocida como “Vinaigre des quatre voleurs” (el

. . . 59
vinagre de los cuatro ladrones), la cual se consume en Francia hoy en dia®"*,

Se han escrito muchas historias, costumbres y versos acerca de los poderes curativos
del ajo, un ejemplo de éstos es el citado por Murray ©” y escrito por John Harrington,
en 1609, dice:

“Garlic then have power to save from death
Bear with it though it maketh unsavory breath
And scorn not garlic like some that think
It anly maketh men wink and drink and stink”

También se cree que posee facultades magicas, segun el folklore de muchas regiones,

tales como encantos y hechizos para protegerse contra la maldad.

11.2.2 Historia de las investigaciones.

No fue antes del siglo XVIII que se hicieron las prnimeras investigaciones cientificas
acerca del ajo. Hasta finales del siglo XIX, en 1858, Pasteur describio la actividad
antibiotica del ajo””;, en 1892, Semmler y Weltheim, reportaron en una revista
farmacéutica‘alemana los compuestos extraidos del ajo: alilsulfuros, dialiimenosuifuro,
dialidisulfuro y otros. Er; 1944, el estadounidense Cavallito y sus colaboradores®”
reportaron que el olor caracteristico del ajo se debia a la presencia de la alicina, En
1948, Stoll y Seebeck de Suiza, demostraron que la alicina se forma enzimaticamente a
partir de un aminoacido al que llamaron “alina”. Este resultado hizo posible postular un
mecanismo de las reacciones quimicas involucradas en la formacion simultanea de la
alicina™'®"

Actualmente, hay suficiente y confiable informacién para conocer los componentes

activos del ajo y los constituyentes efectivos de sus productos. Reportes médicos y

cientificos publicados en revistas cientificas en los pasados 50 afios tan unanime y
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claramente soportan que la alina, alicina y los compuestos relacionados son los

. . . . {3
ingredientes activos del ajo"*”.

IL3 COMPOSICION QUIMICA DEL AJO

El ajo contiene mas de 200 diferentes fitoquimicos (bioflavonoides). Kalra, ef al'®,
hicieron una recopilacién de diferentes investigadores que se dedicaron a buscar los
diversos compuestos quimicos del ajo e informan en su articulo que Virtanen y Mattila
aislaron el péptido y-glutamil-S-alil-L-cisteina en forma cristalizada, Han er af aislaron a
la alina en forma de cristal pure y otros mas reportan los siguientes componentes:
Carbohidratos. glucosa, fructosa, sacarosa, lactosa, almidon y dextrina.

Pectinas

Aminodcidos: - arginina, acido aspartico, asparagina, histidina, leucina, metionina, fenil
alanina, prolina, serina, treonina, triptofano, valina, glutamina, tirosina, cisteina y
metionina.

Vitaminas: acido ascorbico, vitamina A, 4cido nicotinico, tiamina, riboflavina, niacina y
biotina.

Lipidos: glicolipidos, fosfolipidos, triglicéridos, acidos grasos libres (linoleico, palmitico
y oleico), ésteres de esterol. _
Pigmentos: o-carotenoides, B~caroteno, xantofilos, antocianina y clorofila. La presencia
de antocianina varia dependiendo de la temperatura, et almacenamiento y la humedad.
FElementos traza/Minerales: Na, K, Cu, Fe, Cr, Cd, Co, Ni, Ca, P, S, Mg, Zn, V, Mo,
Ti, Ce, Li y Se.

% identificaron las propiedades fisicas v estructura quimica de la

Cavallito y Bailey
alicina.

Por otra parte, una compaiiia norteamericana (Pure-Gar) ©” dedicada a la produccion
de extractos de plantas medicinales provee la siguiente informacion nutricional del

extracto de ajo en polvo por cada 100 gramos (Ver cuadro No. 11.3.1).
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Categoria nutricional ﬂ Promedio por lote | Valores ADOGA**

Unidades

Calorias 371.80 289.00
Total de icidos grasos 0.07 0.40
Acidos grasos saturados 0.01 N/p***
Colesterol N/D* 0.00 mg
Sodio 25.300 29.00 mg
Total de carbohidratos 79.64 74.10 g
Fibra 19.90 17.90 g
Aziicares 2.34 2.40 8
Proteinas 13.22 15.30 g
Vitamina A 162.80 N/p*** nJ
Vitamina C 3.42 2.00 mg
Calcio 162.00 123.00 mg
Hierro 2.20 6.00 mg -
Vitamina E 0.86 IN/A**H* U
Tiamina 0.13 0.3% mg
Riboflavina 0.13 0.14 mg
Niacina N/D* N/A¥*** mg
Vitamina B6 571 N/A***X mg
Folatos N/D* N/AX* > meg
Vitamina B12 0.11 N/A**** meg
Biotina N/D* IN/A¥*** mg
Acido pantoténico 0.62 NIA**** mg
Fosforo 380.00 350.00 mg
Yodo N/D* N/A* meg
Magnesio 71.60 70.00 mg
Zinc 3.86 2.40 mg
Cobre 0.28 0.60 mg
Selenio 0.02 IN/A®*** mg
{Humedad 3.6l 6.80 g
|lCenizas 3.47 3.91 g

Cuadro No. 11.3.1. Informacién nutricional del extracto de ajo en polvo por cada 100 gramos.

*  No detectado (N/D)

**  Anilisis nutricional obtenido por la Asociacion Americana de Cebollas y Ajos (ADOGA).

*#*+ No prescnia niveles significativos para reportarlos,

**x* No disponible (N/A)
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©%53) se han dedicado a buscar los

Imada et af®®, Block et a/® y otros investigadores
beneficios de la gran variedad de compuestos que contienen sulfuros, ademas de la
alicina, y de los que no contienen sulfuros, éstos los han clasificado como indico en las
tablas No. I1.3.1 y I1.3.2 donde se informa acerca de los compuestos sulfurados

(solubles e insolubles en agua) y los no sulfuradoes, respectivamente.

Insolubles en agua Solubles en agua

{Incluyen derivados de cisteina) |

alicina alina

dialilsulfuro (DAS) S-alil cisteina (SAC)

dialildisulfuro(DADS) S-aiil mercapto cisteina (SAMC)
"diali]trisulﬁlro S- metil cisteina

alilmetiltrisulfuro y-glutamil cisteina y sus derivados

ditiinas

ajoene

aminoalquilsulfoxidos
oxidos de disulfuro
oxido de tritio dodecatrieno

sulfuro de propileno *

Tabla No. [1.3.1. COMPONENTES SULFURADOS.
Subclasificados en componentes insolubles y solubles en agua.

L6 aminoacidos magnesio
saponinas selenio**
potasio zinc
germanio vitaminas
calcio lipidos
cobre proteinas
fierro geraniol_

Tahia No, 11.3.2, COMPONENTES NO SULFURADOS.
Todos estos compuestos tienen propiedades terapéuticas,

El sulfuro de propilens. encontrado en el extracte de 2jo ¥ cebolla es moderadamente efectivo
contra tumores. aclila sobre la ¢nzima liposaminasa. se cree que puede estar relacionado con el
desarrollo del cancer si no se controla apropiadamente.

i El selenio liene actividad antioxidante.
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El extracto oleoso del ajo_contiene principalmente sulfuros, los cuales son olorosos,
mientras que los compuestos solubles en agua son inoloros. (No hay datos cientificos
que muestren que la fraccion de aceite represente todos los beneficios del ajo). Por otra

] . 2
parte, los componentes solubles en agua son mas estables que los solubles en aceite.**

El extracto de ajo en polvo contiene a la alina, la enzima alinasa y por consiguiente

pueden producir alicina i vitro con la adicién de agua. Sin embargo, no hay suficiente
evidencia cientifica que compruebe que la alicina se produzca en el estomago. El ajo en
polvo contiene sdlamente una cantidad residual de alina comparada con el ajo crudo.
Quimicamente no hay diferencia entre los extractos de ajo en polvo que venden en la

tienda de abarrotes y los que venden en tiendas de alimentos para la salud. “**

Las estructuras de los compuestos del ajo que contienen grupos S-S y S-H, tipicos de 1a
mayoria de las enzimas y hormonas, regulan la funcion corporal y su respuesta a los

. k!
nutrientes y drogas™®".
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1.4 ASPECTOS BIOQUIMICOS DEL AJO

Cortando o macerando los dientes de ajo se desata una secuencia de eventos
bioquimicos: se activa la alinasa (alin alquil sulfonato liasa), la cual cataliza la reaccion
que convierte la alina ({(+)-S-alil-L-cisteina sulfoxido) en alicina (dialil tiosulfinato), la
cual se descompone a otros compuestos odoriferos que se encuentran raramente en la

naturaleza (Ver Figura No. 11.4.1). ©

BIOCONYERSION NATURAL DEL AJO

pasos de la bioconversién
por envejecimiento natural

AJO * Compuestos sulfurados solubles en agua
S-alil<isteina

S-alil- mercatocisteina :

y otros aminodcidos que contienen sulfuros

ruptura celular

pasos de la descomposicién de
alicina en la ruptura celular

-

alina + alinasa——— alicina —————— Compuestos sulfurados

insolubles en agua
Dialil sulfuro
dialil disulfuro

dialil trisulfuro

4 Descomposicion rapida
4 Incontrolable
# Reacciones quimicas

¢ Calentamiento + solventes organicos

Ajoene, vinilditiinas

e

Fig. No. T1.4.1. BIOCONVERSION NATURAL DEL AJQ. Sccuencia de eventos bioguimicos al
macerar los dientes del ajo.
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Debido a la similitud estructural entre la alina y la cisteina, existen otras enzimas
diferentes de la alinasa, que son capaces de producir la degradacion enzimatica de
aminoacidos que contienen azufte, entre ellas se puede mencionar a la cisteinasa (que se
encuentra en Proteus vulgaris y Escherichia coli);, a la cistein-desulfhidrasa que esta
presente en el higado, desdobla a la cisteina en acido suifhidrico, acido pirivico y
amoniaco, un proceso similar al que presenta la alinasa sobre la alina. A continuacion se

muestran las estructuras quimicas de reacciones que se llevan a cabo para formar el

)(25)

acido piruvico y el amoniaco a partir de la alina. (Figura No. 11.4.2

N,

||\)\ .
5 alinasy
n? CO0M

+2H:0
r——-

Figura No. 11.4.2. La alicina se forma por €l ataque al grupo sulfure por otro grupo alilo v un
dtomo de oxigeno. Cuando 1a alinasa actha sobre la alina para producir alicina, el ajo comienza 2
desprender su olor caracteristico.
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Otro de los principales componentes del ajo, con propiedades terapéuticas, es el

(8)

ajoene’”. En la Figura I1.4.3, se describe un probable mecanismo de reaccion para la

conversion de ajoene a partir de alicina.

0 Ot
I i
2 H_c/\/s\s/\/m? H® Hf/\/ngj\/m

ALICINA H IC/\/SO” : S\/\(H,

T i "o,

0
(Er-1 ) @1
Trans-Ajoene Cis-Ajoene

Figura [1.4.3. Mecanismo de reaccién sugerido para 1a chiencién de ajoenc. otro de los principales
componentces del ajo.
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Pero, ;como se sintetiza la alina dentro de la célula?. Se han sugerido por lo menos dos
pasos potenciales para la formacion de la S-alil-L-cisteina libre. En una se plantea que
la biosintesis de alina ocurre por hidroélisis de la y-glutamil-S-alil-L-cisteina-sulfoxido, la
cual es el producto de oxidacion de la y-glutamil-S-alil-L-cisteina. Ea hidrolisis
probablemente ocurre en | el citbpla_sma, porque la actividad de la ¥-
glutamiltranspeptidasa no se localiza en los cloroplastos, donde la cisteina es y-
glutamilada y reciclada con el glutation durante la biosintesis de la y-glutamil-S-alil-L-
cisteina. La y-glutamiltranspeptidasa probablemente ataca a la y-giutamil-S-alquenil-L-
cisteina para producir a la S-alquenil-L-cisteina libre, tal y como se éncuentra en el
bulbo del A. sativum L., de otra manera la cisteina sintetasa en las plantas puede

catalizar la conversion de O-acetilserina con alilmercaptano a S-alil-L-cisteina. ©%

La S-alil-L-cisteina libre es un precursor potencial de alina porque se forma por la
oxidacion de S-alil-L-cistcina en el cultivo de tejidos de 4. sativum L', lo cual ocurre
cuantitativamente, mostrando la biotransformacion de alina por una oxidasa especifica.
La oxidasa probablemente funciona in vive como la oxidacion de y-glutamil-S-alil-L-
cisteina. Todavia no se sabe si S-alil-L-cisteina podria ser derivada de la formacion de
O-acetilserina y alilmercaptano por la accion de la cistein sintetasa o la degradacién de

la y-glutamil-S-alil-L-cisteina*.

L5 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE ALINA Y ALICINA

IL.5.1 Propiedades de la alina.

La S-alil-L-cisteina sulféxido tiene un peso moiecular de 177.22 g/mol. En su forma
monchidratada (195 g/mol) se presenta como cristales en forma de agujas, con punto
de fusion 164-166° (efervescente). Muy soluble en agua, practicamente insoluble en
etanol absoluto, cloroformo, acetona, éter, benceno™®. Se inactiva la alinasa de los ajos

frescos y los productos de ajo con agua hirviendo. Mochizuki er al * estudiaron la
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termoestabilidad de la alina a diferentes tiempos, siendo estable a 100°C: la cantidad de
alina remanente fue de 94.7% después de 20 minutos de calentamiento, 88.3% después
de 40 min. y 79.4% después de 60 min. La alina es una sustancia inodora y

biclogicamente inactiva.

11.5.2 Propiedades de la alicina.

Oxido de dialil disulfuro. Su peso molecular es de 162.28 g/mol. La alicina se aisla a
partir de dientes de ajo y no se encuentra normalmente libre en la plaﬁta. Es un liquido
amarillo que se descompone por destilacion en seco; es soluble en agua a 10°C cerca de
2.5% peso/peso, etanol, éter etilico y benceno, pH aproximado de 6.5. Inestable en

{18)

alcali caliente y estable en acidos Es oOpticamente inactiva, posee el olor

caracteristico del ajo, es altamente inestable, reactiva y oxidativa. Irrita la piel®?.

[1.6 DOSTFICACION DEL AJO

Murray ibidem °", menciona que los productos comerciales deberian proporcionar una
. dosis diaria de al menos 10 mg de alina o un total de 4 mg de alicina. Otro dato

- revisado en internet %

menciona que la dosis en promedic que se consume de las
preparaciones de alina deben ser equivalentes de 4-12 mg por dia (o bien 2-5 mg por
dia de alicina); agrega que el polvo de ajo completamente seco debe ser equivalente de

400-1200 mg por dia, o bien el ajo fresco de 2-5 g por dia.

En diversos estudios realizados in wvo para observar y demostrar la efectividad de las
propiedades medicinales (tanto del zjo fresco como de los productos comerciales), en
enfermedades como hipercolesterolemia, tumores cancerigenos, etc, se propusieron
diferentes dosis, las cuales mencionaré en la aplicacion terapéutica correspondiente y

los resultados que obtuvieron.
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IL7. TOXICIDAD DEL AJO

®D menciona en su libro “The Healing Power of Herbs” que el ajo no es toxico

Murray
a dosis comunmente usadas. Para algunos, puede causar irritacion al tracto digestivo y
colitis, por un decremento de la flora normal en el estdomago y los intestinos, o bien
dermatitis causada por una respuesta alérgica al alto contenido de sulfuros.
“Experimentos en ratas demostraron que el consumo prolongado y en grandes
cantidades de ajo fresco produce anemia, baja de peso y fallas en el crecimiento”.

Hoffman @Y

, menciona que la alicina es fuertemente hepatotoxica cuando es
administrada en dosis altas y en periodos largos, que las dosis analizadas fueron de 100
mg/Kg, equivalente a que una persona coma 1750 gramos o ;500 dientes de ajo crudo
por diall. Agrega que el consume de 10 a 200 mg de aceite de ajo no afecta los

eritrocitos en humanos, pero que en gatos causa serios problemas de anemia,
!

La compaiiia Pure Gar comenta en su Manual de Soporte Técnico * que el ajo es
consumido en todo el mundo y que en algunas sociedades se comen una cabeza de ajo
al dia, lo cual corresponde a 30 gramos de ajo fresco por dia, sin provocar efectos
daiiinos, dice: “El ajo fresco puede causar nauseas temporales, sed, apetito en algunos
casos; los efectos secundarios pueden ser sintomas gastrointestinales, cambios en la
flora intestinal o reacciones alérgicas. En la literatura médica, no aparecen efectos
adversos por el consumo de productos comerciales de ajo. No hay pruebas que la
alicina sea toxica a ciertas dosis, estudios realizados al respecto demuestran que los
efectos que causa.la alicina son irrelevantes”. Reporta que la dosis letal en animales es
de 6.6 lbs. (jjequivalente a comer varios kilogramos!!). No indica la via de
administracion ni el tipo de animales en su estudio.

Segin 1o reporta el Index Merck ®, la DLy, de alicina es de 60 mg/Kg por via

intravenosa y 120 mg/Kg por via subcutanea en ratas.
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. B . , g - 31 .
A pesar de que la toxicidad del ajo todavia no esta bien definida en humanos' ) los
estudios acerca de los efectos colaterales son raros en las dosis recomendadas en las

aplicaciones patologicas.

IL8 PROPIEDADES MICROBIOLOGICAS DEL AJ(Q

Hay cerca de 40 publicaciones que demuestran las actividades antibacterianas,
antifiingicas, antivirales y antihelminticas del ajo fresco, extractos que contienen ajo y la

alicina pura o productos sulfurados no polares de descomposicion de la alicina ©7.

11.8.1 Actividad bactericida

Desde 1944, Cavallito ef al ®” demostraron que el extracto de ajo y la alicina inhibia el
crecimiento de Staphylococcus, Streptococcus, Bacilius, Brucella y algunas especies de
Vibrio a concentraciones muy bajas. En mas estudios ', se prepararon diluciones en
serie de ajo fresco y extractos en polvo de ajo deshidratado y se confirmo su potencia al

destruir bacterias infecciosas gram positivas y gram negativas.(Ver tabla No. 11.8.1).

|| Salmorella typhosa Salmonelia enteritidis
Staphylococeus aureus Proteus vulgaris
S. sonnei Bacillus subtilis,
S faecalis Shigella dysenteriae
Citrobacter sp - Psendomonas pyocyanets,
Enterobacterias Vibrio parahaelmyticus
Klebsiella pneumoniae L. plantarum
Escherichia coli, L casei.
Streptococeus a y f§ hemoliticas -

Tabla No. 11.8.1. Bacterias susceptiblcs de ser destruidas por accion de
ajo fresco v extractos de ajo en polvo.
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Estos estudios se compararon con los efectos antimicrobianos que poseen los
.antibidticos mas cominmente usados (penicilina, estrepctomicina, cloranfenicol,
eritromicina y tetraciclinas), comprobandose la eficacia de esta liliacea al inhibir €l
crecimiento de algunas bacterias que se han vuelto resistentes 2 uno o mas de estos
antibioticos @7

11.8.2 Actividad antimicética,

El ajo también tiene actividad antifiingica significativa demostrada en muchos estudios
in vitro e in vivo. Desde la perspectiva clinica, el ajo mostro ser mas potente que la
nistatina, violeta de genciana y otros mas a la inhibicion de Candida albicans {principal
agente causal de vaginitis) ®”. Por otra paite, Karla ef al " mencionan que el extracto
de ajo posee efectos inhibitorios en el crecimiento micelial y la formacion de aflatoxinas.
Mufios A.J: ®® | en su tesis “Evaluacion del principio activo de A. sativum (alicina)
contra dermaltofitos in vitro e in vive en el tratamiento de tifias del cuerpo e inguinal”
entista varios hongos que son sensibles al extracto de ajo, de los cuales mencionaré

algunos ejemplos (Ver tabia No. I1.8.2).

Saccharomyces cerevisiae Absidia sp
Scopulariopsis sp Alternaria sp
Trichoderma viridis Cdndida albicans

Trichophyton mentagrophytes

C. parapsilopsis

T. tonsurans

C. tropicalis

Trichosporon beigelii

Rhizopus sp

Aspergillus flavus

Rhodotorula rubra

P. citrinum

Cryptococcus neoformans

Fusarium sp

Geotrichum candidum

Microsporum cannis

Penitilium sp

Tabla No. 11.8.2 Hongos sensibles a la accion
del ajo fresco v del extracto de ajo en polvo.

i

11.8.3 Actividad antiviral
Weber er al "% estudiaron in vitro los efectos del extracto de ajo y sus compuestos

contra los siguientes virus: herpes simplex tipo 1 (HSV-1), herpes simplex tipo 2 (HSV-
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2), parainfluenza tipo 3 (Para-3), vaccinia (VV), el virus de estomatitis vesicular (VSV)
y el rhinovirus humano tipo 2 (HRV-2). Los resultados experimentales sugirieron que
el extracto de ajo y la alicina tienen actividad wviral directa y citotoxicidad muy
significante a diferentes dosis para cada virus, pero no tienen propiedades antiviricas a
nivel intracelular. Por mencionar algunos ejemplos, el extracto de ajo inhibio al HSV-1
a31 mg/mL, al HSV-2 a 63 mg/ml., al VV a 100 mg/mL; la alicina inhibic al HSV-1 a
25 pg/mL, al HSV-2 a 150 pg/mL y al VSV a 25 pg/mL . La fraccion polar, alina, diahl
disulfuro y dialil trisulfuro no tuvieron actividad viral en las dosis analizadas. En
general, el orden de la actividad viral es el siguiente: ajoene > alicina > alil metil

tiosulfinato.

La susceptibilidad puede depender mas de la naturaleza del desarrollo del virus que del
tipo del acido nucleico. Los virus de DNA (HSV-1 6 2) son mas sensibles a la
actividad de la alicina, sin embargo, VV, el cual es un virus de DNA pero mas
complejo, fue menos susceptible a la inactivacion por alicina. Los resultados indicaron
que el extracto de ajo y la alicina son altamente toxicos a las células Vero y HeLa.
Otros datos indicaron que el extracto de ajo mantuvo su actividad antiviral aun estando
almacenado por mas de un mes.

En informacion obtenida de internet ¢

se menciona que el ajo o sus componentes
eliminan o inhiben también al citomegalovirus humano y al virus de la inmunodeficiencia

humana.

I11.8.4 Actividad Antiparasitaria.

El extracto de ajo ejerce actividad antihelmintica contra los parasitos comunes del
intestino, incluyendo Ascaris lumbricoides (lombrices) *”. El ajo no sélo es efectivo
contra la amoeba que causa la disenteria, sino también contra otros organismos como

Toxoplasma gondii, criptosporidios y pneumocystis que provocan enfermedades en el
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hombre. Las infecciones causadas por criptosporidios y pneumocystis son un problema
comun en los pacientes con sida. El ajo puede ser un primer tratamiento adecuado para
estas situaciones, ya que los medicamentos convencionales que se usan para tratarlas

. - 3
tienen efectos secundarios graves ©°

11.8.5 Comeo Insecticida.

Varios investigadores han demostrado que el'ajo posee accion larvicida contra varios
insectos, tales como la Musca domestica nebule, Trogoderma granarium, Spodoptara
{itura, Euproctis sp. Reportaron que el aceite de ajo no afecto la fosforilacion
oxidativa o la actividad de la citocromo-c-oxidasa in vive o in vitro, pero afectd a nivel
de la acetil colinesterasa y/o acetilcolina; indicaron que esta puede ser una de las
principales lesiones bioquimicas responsables de la muerte de insectos tratados con

aceite de ajo .

1.9 PROPIEDADES INMUNOLOGICAS DEL AJO

Se ha reportado que el ajo aumenta la actividad de las células “Natural Killer” (NK) y
que las fracciones polares y el tiosulfinato del extracto acuoso del ajo incrementa un
gran niimero de fiinciones en el sistema inmune del humano, por ejemplo, 1a fraccion
polar aumenta la produccion de interleucina 1, mientras que la fraccion del tiosulfinato
estimula la actividad de las’ NK. El extracto acuoso, a fraccion polar y el tiosulfinato

también incrementan la produccién de la interleucina 2 .

En otro estudio, realizado por Cheng-Tzu Liu y sus colaboradores “”, demostraron que
el aceite esencial de ajo actla como un inmunomodulador en la via de promocidn de
linfocitos T. Ademas, inhibe la actividad de delta-6-desaturasa y disminuye los niveles
del acido araquidénico en los fosfolipidos de la membrana hepatica. En una

(36)

informacion obtenida via internet {Medicinal Characteristics of Garlic) %, Ouellette
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R.H. escribe acerca de las investigaciones hechas por Lau, BH y Yamasaki, T. (“Garlic
compounds modulate macrophage and T-lymphocyte functions”. Mol. Bioter., 1991,
3,103-107) en donde afirma que el extracto de ajo, inoculado por via intraperitoneal en
ratas, estimula la actividad fagocitica de los macrofagos en bazo y nédulos linfaticos
inguinales ¢ incrementa la citotoxicidad de los linfocitos en la sangre periférica humana
contra células tumorales gracias a los compuestos sulfurados, ademas de mitigar las

enfermedades infecciosas a través del aumento en la respuesta del sistema inmune.

Como mencionaré mas adelante acerca de las aplicaciones patologicas, estas
propiedades inmunoldgicas estan completamente relacionadas con la actividad

anticancerigena que posee el ajo.

11.10 APLICACIONES PATOLOGICAS DEL AJO.

[1.10.1 Como Hipocolesterolémico.

Investigadores de la Universiaad de Pensilvania “® encontraron siete compuestos del
ajo solubles en agua, inlcuyendo a la S-ali! cisteina y la S-alil mercaptocisteina, las
cuales inhibieron la sintesis de colesterol en células cultivadas de higado (32-84%),
mientras que con la alina no observaron ningun efecto. El dialil disulfuro, compuesto
insoluble en agua, deprimié la sintesis de colesterol de 20 a 100%. Mencionan que el

dialil disulfuro es tres veces mas toxico de S-alil cisteina.

En una revision realizada en internet “* y en un articulo escrito por Yu Yan Yeh ' se
menciona que el ajo inhibe la sintesis de acidos grasos y del colesterol en hepatocitos en
cultivo, reduciendo el colesterol total, los triglicéridos y los niveles de LDL-colesterol
en humanos hiperlipidémicos, sin efectos sobre HDL-colesterol. También se menciona
que las preparaciones del ajo han mostrado ejercer efectos hipocolesterolémicos en

animales y en humanos,
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Recientes investigaciones han revelado miltiples interacciones de los componentes del
ajo con los pasos biosintéticos de colesteroi en el higado de las ratas, resultando en una
moderada pero significativa inhibicion. Usando hepatocitos de rata en cultivos
primarios, pudieron demostrar, con la incorporacion de acetato de carbono catorce a
lipidos no saponificables, que el colesterol fue influenciado principalmente en dos
niveles:

1) a nivel de HMG Co-A reductasa.

ii) a nivel de un paso tardio de la via biosintética, particularmente a lanosterol 14 -

dimetilasa.

Con respecto a la primera influencia, se notd que por las bajas concentraciones de los
componentes del ajo no ocurri¢ inhibicion directa de HMG Co-A reductasa, pero la
actividad fue inhibida via varios mecanismos indirectos. Comentan que la interaccién
mas importante pareciera ser la amplificacion del AMP dependiente de la cinasa
mediada por la fosforilacion de HMG Co-A reductasa por compuestos
organosulfurados derivados del ajo, particularmente de ciia!ildisulfuro {DADS). Esta
influencia fue detectable por DADS 1 uM y aparecio con cambtos de AMP intracelular,
como la palmitoil-CoA, estimulacion inducida por la respectiva cinasa-cinasa. Asi que,
este mecanismo sensible, no solamente afecta la biosinteesis del colesterol enzimatico
sino ademas la biosintesis de los acidos grasos, via la acetil-CoA carboxilasa, en una

accion concertada,

Es concebible que un tipo similar de interacciones ocurra en otros tejidos, expresando
una cinasa similar dependiente de AMP', tales como la glandula mamarna y tejido
adiposo. Otros mecanismos de sensibilidad comparable fue Ja amplificacion de la
inhibicion de adenosina, inducida por alicina a nivel del receptor de adenosina,

cambiando Ca®" intracelular mas bien que AMPc.
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Con reépecto a los pasos tardios de la biosintesis de colesterol, la inhibicion de
Ia;lostero] alfa-dimetilasa por alicina y ajoene fue el mas importante adelanto para
completar la inhibicion a concentraciones abajo de 50 y 300 pM, respectivamente. A
mas bajas concentraciones la inhibicion parcial de la enzima, que probablemente causa
la acumulacion de intermediarios de la sintesis de ]anoste'rol, puede inhibir la HMG CoA

reductasa.

Ventajas de los derivados del ajo, como inhibidores de la biosintesis de colesterol:

1. Elevan de una manera sensible los mecanismos fisiologicos para reducir la biosintesis
de colesterol enddgeno, resultando en una alta biocompatibilidad de sus efectos.

2. Ejercen multiples acciones a una respuesta balanceada de las células y de todo el
organismo.

3. Ejercen sélamente inhibicién parcial previniendo deplecion de importantes
intermediarios de terpenoides de la sintesis de colestero).

4. Presumiblemente {debido a su modo de accion) no afectan la sintesis de colesterol en
organismos que necesitan esta molécula para la produccién de hormonas y otras
funciones.

5. Parece que no producen efectos adversos durante largo tiempo de aplicacion de

preparaciones de ajo.

Estos resuitados muestran que los diferentes compuestos de ajo, principalmente alicina,
ajoene y dialil disulfuro (DADS), ejercen multiples efectos en la biosintesis de colesterol
hepatico, resultando en una modulacion fina de la regulacion fisiologica de este paso.
La interaccion altamente sensible de los compuestos érgano sulfurados derivados del
ajo son pasos intracelulares que llevan a una influencia efectiva de varias funciones
metabolicas de una manera fisiologica compatible. Estas caracteristicas pueden
contribuir a que el ajo fresco o las preparaciones de ajo, sean las Unicas herramientas

L. . . . (3%
terapéuticas para el tratamiento de casos poco severos de hipercolesterolemia ™.
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Por lo que se refiere a los estudios clinicos realizados a personas con niveles elevados
de colesterol, reportan diversas dosis administradas oralmente. Algunos sugieren de 5 a

40 g de ajo- crudo macerado durante 7 dias, 10 g de ajo durante 2 meses

, otros
mencionan que 10 mg de alina o un total de 4 mg de polve de ajo de los productos
comerciales puede disminuir et nivel de colesterol sérico total hasta en un 10-12% y
LDL-colesterol hasta en un 15% y el aumento de HDL-colesterol hasta en un 10% 7.
Yu Yan Yeh er al ® mencionan que quienes toman capsutas de ajo deodorizado (con
compuestos alil sulfurados) por 5 meses muestran hasta el 7% menos del total de
colesterol sérico y 12% menos de LDL. Brian W. et al ®” determinaron que la terapia
con un producto comercial de extracto de ajo no resulté eficaz en nifios con
hipercolesterolemia, con la excepcion de que tuvieron un pequefio incremento en los
niveles de la apolipoproteina A-1; administraron 300 mg del extracto de ajo, tres veces

al diz durante 2 meses. Mader ©¥

observé que el tratamiento con tabletas
estandarizadas de ajo (1.3% de alina) administrando 800 mg diarios durante 4 meses
resulto eficaz en el tratamiento de hipertipidemia disminuyendo los valores de colesterol
en un promedio de 12% y triacilglicéri‘dos en un 17%. Asi como éstos casos, hay

muchisimos mas que logran obtener buenos resultados “**"

y en otros su tratamiento
fue inefectivo “™*" por lo que se sugiere que hay que tener cuidado con las
interpretaciones de los resultados estadisticos en las investigaciones, por las

limitaciones de la metodologia de algunos de los experimentos ©**"

En cuanto a la susceptibilida‘d de la oxidacion de las lipoproteinas, Phelps er af 7,
mencionan que hay creciente evidencia de que las lipoproteinas de baja densidad (LDL)
pueden desarrollar ateroesclerosis. Agregan que existen tres nutrientes (Acido
ascorbico, alfa-tocoferol y acidos grasos monoinsaturados), un preservativo alimenticio
(hidroxibutiltolueno) y un medicamento {probucol) que tienen la funcidn de ser
antioxidantes in vivo. Por su parte, el ajo produce efectos beneficioses sobre los
desordenes fisiologicos que contribuyen al aumento de riesgo cardiovascular. Por

ejemplo, eleva la presion sanguinea, retarda la fibrindlisis y 1a vasoconstriccion. ademas
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de actuar como antioxidante i vitro. Por estas razones, Phelps et'al procedieron a
ensayar en humanos para determinar los efectos de los suplementos del ajo sobre los
niveles lipidicos del plasma y Ta susceptibilidad de oxidacion de las lipoproteinas, a
corto plazo. Su dosis fue de 6 tabletas de 100 mg/dia de ajo en polvo, durante dos
semanas observando que no hubo cambios de los niveles de colesterol, triglicéridos,
LDL y HDL en el plasma, por lo que consideran que se requieren periodos mas largos
para observar cambios significativos en estos parametros. En cuanto a la susceptibilidad
de oxidacién del contenido de Apo-B, observaron una reduccion de un 34%.
Mencionan que en otros estudios analizaron la capacidad del ajo en polvo y la alina en
eliminar o barrer los radicales hidroxilo, logrando la efectividad del polvo a
concentraciones entre 0.8 y 3.3 mM. Aclaran.que ta aplicacion de estos resultados in

vivo no fue claro, pues encontrar el antioxidante putativo in vivo puede ser dificil,

\\

11.10.2 En la disminucion de la agregacion plaguetaria
Una menor cantidad de componentes de aceite de ajo inhiben la agregacion plaquetaria,

uno de ellos es el metil alil trisulfuro ¥

. La excesiva agregacion plaquetana esta
fuertemente unida a la ateroesclerosis, enfermedades y ataques del corazon. Las
preparaciones estandarizadas del contenido de alina, asi como aceite de ajo, inhibe la
agregacion plaguetana. En un estudio observaron que con una dosis de 900 mg/dia de

ajo deshidratado, durante 4 semanas, la agregacion plaquetaria desaparecié ©™.

Mayeux et af '®

, observaron que la alicina pura inhibio la agregacion plaquetaria en
respuesta a tres agonistas, los cuales actian por mecanismos diferentes, pero en
combinacion con la papaverina no altera los niveles de AMP en el plasma rico en
plaquetas. Esto ha sido reportado para inhibir la movilizacion del cacio en tejido
vascular independiente del AMP ciclico. La movilizacion del calcio es la etapa

temprana en la secuencia de los eventos de la agregacidon de las plaguetas. Por lo tanto,

estos investigadores sugieren que la alicina inhibe la agregacidn plaquetaria de una
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marnera similar a lo que ocurre en los productos de formacién de ciclooxigenasa. La
alicina también inhibio la enzima lisosomal de neutrofilos, procesos dependientes del
calcio. Estos estudios sugieren que los componentes del ajo pueden tener un uso clinico
en la prevencion Vy manejo de hipertension, enfermedades vasculares 'y ataques al

corazon,

Actividad fibrinotitica °".

Por otra parte, estudios epidemiologicos han sugeride que el fibrinogeno es el principal
factor de riesgo de enfermedades cardiovasculares. El fibrinogeno es una proteina de
“fase aguda” envuelta en el sistema de coagulacidon sanguinea. Sin embargo, juega
muchos otros importantes roles, incluyendo su actividad como cofactor en la
agregacion plaquetaria, determinando fa viscosidad de la sangre y estimulando la
migracién y proliferacion de células del musculo liso en el interior del tejido de las

paredes arteriales ',

Este articulo sugiere que el ajo y otras terapias naturales
promueven la fibrinolisis y pueden ofrecer beneficios significantes en la prevencion de

ataques al corazon y otras causas de tromboembolias.

Stainer et al ®, observaron en su estudio que el extracto de ajo mejora la circulacion
sanguinea reduciendo hasta en un 33% en tres meses y 43% en 6 meses la agregacion
plaquetaria y la habilidad de las plaquetas a agruparse y hacer coagulos. Ademas
mencionan que la capacidad de las plaquetas en adherirse al fibrinogeno, un agente
coagulante en la sangre, se redujo aproximadamente en un 30% en las personas que

tomaron extracto de ajo.

Oxidacion de LDL ©"
Hay evidencias de que la oxidacion de LDL juega un papel significante en el desarrollo
de la ateroesclerosis. La Vitamina E, la Vitarnina C y el B-caroteno se ha demostrado

ofrecen proteccion contra la oxidacion de LDL y enfermedades de! corazon, via sus
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efectos antioxidantes. Hoy se sabe que el ajo tiene actividad antioxidante, pero no se

sabe ain sus efectos en la oxidacion de LDL.

11.10.3 Como anticancerigeno

Un estudio realizado por Lau et al ™

, sugirieron que el ajo previene el cancer en tres

diferentes formas:

1. Directamente inhibiendo el metabolismo de fas células tumorales cuando el tamafio
del tumor o el namero de células tumorales son pequeias.

2. Inhibiendo las fases de iniciaciéon/promocion de la carcinogénesis,

3. Modulando ia respuesta del sistema inmune, la cual es utilizada en todas las fases del
controf de cancer.

Wargovich 3%

reportdé que las células cancerigenas de colon humano fueron
transplantadas a los ratones, las cuales disminuyeron en un 60% cuando se trataron con
dialildisulfuro. Las células tumorales transplantadas fueron tratadas tres veces durante
una semana con | mg de DAS disuelto en aceite de maiz. Los tumores control que
fueron tratados solamente con aceite de maiz continuaron creciendo. En la misma
revision se menciona que el ajo puede prevenir el cancer porque contiene vitaminas
tales como las A, B y C, las cuales estimulan al sistema inmune para eliminar las toxinas

y combatir la carcinogénesis. Por estas razones, se puede llegar a evaluar el tratamiento
para el SIDA.

Las caracteristicas anticancerigenas-del ajo han sido mostradas por tener un efecto

citotoxico directo en algunas células cancerigenas como las del estomago.

E! selenio y el sulfurc encontrado en el ajo son probablemente los responsables de
algunos de los efectos anticancerigenos. Estos compuestos estan involucrados en la

antioxidacion, excrecion carcinogénica y modulacién del sistema inmune.  Los
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compuestos que contienen grupos alilo como la alicina, dialil disutfuro (DADS), alina,
S-al.il-cisteina (SAC) inhiben la formacion de 1,2-dimetil-hidrazina (OMH) vy la
~ actividad de arilamina N-acetil transferasa (NAT), los cuales inducen tumores en colon
de ratones. DADS también inhibe el desarrollo de tumores en ratas causados por
nitrosometilbenzilamina (NMBA) un potente carcinogeno. En muchos estudios se
comprobé que DADS y SAC son organo-especificos y actian dependiendo de la dosis
y tiempo de exposicion. Se requieren mas dosis de SAC que de DADS para lograr la
inhibicion “***% Agregan que debe tenerse en mente que se puede demostrar la
promocion del dafio, dependiendo del 6rgano examinado.

Se cree que el ajo activa dos enzimas del higado, las cuales probablemente son las
responsables de la naturaleza anticarcinogénica: el primer sistema envuelve un tipo de
citocromo Pyso, el cual activa la carcinogénesis tal como DMH y NMBA, cuando son
metabolizados, probando que DAS inhibe el sistema enzimatico citocromo Puse.
Segundo, DAS incrementa la actividad de glutation S-transferasa, comjugandose con
sustancias extraiias tales como DMH y NMBA. Los compuestos nuevamente formados

son excretados por el higado en la bilis.

El ajo contiene una serie de antioxidantes naturales que pueden ayudar a explicar su
fuerte actividad anticancerigena y antitumoral: Los antioxidantes “desarman” reactivos
quimicos del cuerpo que pueden accionar el ataque del cancer. Para inhibir la accion
perjudicial del oxigeno (impactando la actividad de los radicales libres), el ajo
posiblemente limita el dafio a las membranas celulares, el cual es un mecanismo del

proceso natural de envejecimiento.

Se ha reportado que el ajo inhibe el crecimiento de células cancerigenas de pecho
humano, varias células del melanoma y células de neuroblastoma, cancer de vejiga,

cancer de la piel, cancer de! colon, el desarrollo de tumores esofagicos, del estomago y
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{21, 4145, 36)

tumores del pulmén. Ademis de que suprime células tumorales en

crecimiento a través de la estimulacion de células de la respuesta inmune.

Tang “? demostré por radioinmunoensayo la activacion de las células NK, los linfocitos
T y la interleucina 2 por la presencia del ajo para prevenir el precancer oral inducido

por 4-nitroguinolina 1-6xido.

Por otra parte, se reducen los efectos tales como fatiga y anorexia en pacientes con

tumores en cabeza y cuello ©*

Sigounas et al ¥

demostraron que S-alil mercaptocisteina (SAMC) reduce el
crecimiento de la linea cefular de la eritroleucemia, por induccion de la apoptosis (La
apoptosis es la fragmentacion de células a particulas pequefias que son englobadas y
fagocitadas por las células del sistema inmunologico). Al incubar dos diferentes lineas
celulares de eritroleucemia con SAMC se inhibid su crecimiento y 1a muerte de las

células cancerigenas. Estos estudios se realizaron en ratones o ratas, las dosis fueron de

5 mg/animal durante 6 a 8 meses. No se reportan estudios en humanos.

[1.10.4 Otras aplicaciones

Hoy, el ajo es requerido para curar una variedad de malestares incluyendo fiebre del
heno, artritis, desordenes del suefio, problemas de seno, del pulmon, wberculosis, pie‘
de atleta, desordenes digestivos, estimula el funcionamiento de diversos drganos y

glandulas: higado, pancreas, tiroides, pituitaria y suprarrenales *-73%,

El extractc de ajo prolongd la supervivencia e incrementd la ramificacion de las
neuronas cultivadas (derivadas de embriones de hippocampus) suginiendo un efecto

neurotropico. Se ha sugerido un decremento en la formacion de nitrosaminas. Mejora la
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memoria, previene la degeneracion neuronal. Modula los niveles de receptores de

serotonina. '

Se reportd ¥ que el ajo posee efectos hipoglucémicos, o cual estd asociado con el

incremento de los niveles de la insulina.

Algunos investigadores " encontraron que el extracto de ajo contiene constituyentes
cuya funcién es similar al farmaco antialergénico oxatomida, el cual inhibe la liberacion
de histamina hasta en un 90%. En otros experimentos mostraron los efectos anti-
inflamatorios en oidos, inducido por la administracion tépica de un irritante de piel
conocido como cloruro de picrilo v la administracion intravenosa de un anticuerpo
(anti-TNP IgE) reaccidn alérgica tipo I También encontraron que el extracio de ajo
inhibe la reaccion alérgica tipo 1V, siendo mas efectivo cuatro horas después de la
segunda exposicion en comparacion con la dexametasona. Sugieren que el extracto de
ajo inhibe la produccion o libera los mensajeros quimicos del sistema inmunclogico

(Linfocitos T) importantes en las reacciones en cascada de las alergias.

Se ha demostrado que la S alil mercaptocisteina (SAMC) incrementa la actividad de una
enzima en el higado (el glutatién), el cual detoxifica muchos agentes causantes de
cancer, el cual es un potente “barredor” de radicales libres “** Por su parte, Wei er a/
®) encontraron que el extracto de ajo incrementa la actividad de tres enzimas en el
cuerpo las cuales son “barredoras” de radicales libres:

1. Superdxido dismutasa (SOD).

2, Catalasa (CAT).

3. Glutation.

Ademds, mencionan que una peroxidasa juega un papel importante en eliminar o barrer
los oxidantes, los cuales pueden causar enfermedades al corazon y prevenir el daio

celular. Estas enzimas suprimen la generacion de los radicales libres del perdxido de

»
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hidrogeno y el anién superdxido en las células endoteliales de la arteria pulmonar (linea

celular del vaso sanguineo de los pulmones) .

{ ™ relacionaron el consumo del ajo en polvo con el mejoramiento

Por ultimo, Gary ef a
del Sindrome Hepatopulmonar; sin embargo, no tuvieron éxito en sus resultados; al
administrar dos capsulas de ajo en polvo, 500 mg por capsula, durante un intervalo de 8
a 36 meses. Un solo paciente obtuvo buenos resultados-en un periodo de un afio, por-lo

cual no es significativo el estudio.

Estas aplicaciones no se han comprobado cientificamente, por lo que ain es necesario

reatizar profundas investigaciones farmacologicas en el humano.
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CAPITULO 111

METODOS ANALITICOS

Debido a la efectividad comprobada del ajo de aliviar algunas patologias muy
comunes, las empresas farmacéuticas de medicina herbolaria desarrollaron productos
de ajo que venden como suplementos alimenticios. Por ello, se planted la necesidad de
implementar un meétodo rapido y reproducible, con el fin de identificar, evaluar y poder
estandarizar el contenido de los marcadores terapeuticos del ajo deshidratado (en
polvo) y del ajo fresco; por lo tanto, uno de los objetivos de este trabajo es analizar y
discutir diferentes metodologias instrumentales para la determinacion cuantitativa de

alina y alicina, propuestos por algunos investigadores alemanes y japoneses.

HL1 ANTECEDENTES.

Las investigaciones cientificas del ajo comenzaron en 1844 con el trabajo de
Wertheim, quien examind el aceite esencial del ajo v establecio el término “alil” para la
configuracion Ci;Hs. Su trabajo continué con Semmler quien publicd mas detalles
sobre los componentes sulfurados de las diferentes fracciones destiladas del aceite de
ajo ‘" Los primeros informes de las propiedades fisicas y estructura quimica del
componente ociorifero del ajo macerado fue establecido por Cavallito y Bailey en 1944
“" e introdujeron el término alicina para este componente. Stoll y Seebeck
reportaron que el tratamiento de alina con alinasa da como resultado alicina, acido

piravico y amoniaco, estos dos altimos compuestos en cantidades equimoleculares.
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De 1955 a 1970, se publicaron diferentes determinaciones cuantitativas de alicina,
dependiendo de las reacciones especificas que se llevan a cabo con el 4cido punivico.
Por mencionar algunos ejemplos de estas determinaciones, se menciona que el
piruvato reacciona con 2 4-dinitrofenilhidracina (Jager, H. en 1955), con nitroprusiato
de sodio y yoduro de azida (Fujiwara, M. en 1955) o bien con N-etilmaleimida e
Hidroxido de potasio en 2-propanol (Carson, J. en 1959; Schwimmer, S. en 1963,
Watanabe, T. en 1966, Nakata, C. en 1970). Las desventajas de los métodos
colorimétricos propuestos son: la inestabilidad de los compuestos coloridos, ademas
de que el acido piravico se forma por el desdoblamiento enzimatico de todos los

diferentes alquil cistein sulfoxidos presentes en el ajo "%,

Ya en la década de los 80’s, se da un aumento exponencial de las disponibilidades
instrumentales y, sobre todo, de la actividad en las investigaciones sobre cromatografia

P - - .- 6
de gases y de liquidos y sus aplicaciones para solventar problemas analiticos "'

Para la determinacion cuantitativa de la alicina, se desarrollaron métodos analiticos pdr
cromatografia de gases adaptandolo a un espectrometro de masas, pero, debido a la
inestabilidad térmica de la alicina ésta resultaba en sus productos de desintegracion
como di y trisulfuros. En 1985 y 1986, Miething y Voigt, independientemente,
aplicaron ¢l método de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR, siglas en
inglés HPLC) haciendo posible la determinacion cuantitativa y cualitativa de la alicina

y de otros componentes del ajo’"

. En afios subsigulentes, publicaron articulos sobre
CG y CLAR, éste ultimo, para la separacion, purificacion, identificacion y
determinacion de alicina, alina y sus derivados '“*****™%! de |os cuales he retomado
los métodos analiticos, propuestos por esos investigadores, para discutirlos y resumir

los parametros de las técnicas en un cuadro-resumen, de tal forma que se visualicen y

R — 4
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“se elijan aquellos que se puedan adaptar a la practica analitica instrumental en

productos herbolarios, especificamente del ajo fresco o bien del ajo en polvo.

Lawson ef al, "% realizaron un estudio para la identificacion y cuantificacién de los
sulfuros y dialquenil tiosulfinatos en productos comerciales del ajo mediante CLAR,
mencionan que a pesar de que la alicina (dialil tiosulfinato) es considerado el
compuesto mas importante por su actividad biologica, es inestable por calentamiento o
por solventes organicos y forma una gran variedad de compuestos de degradacion
cuando el ajo es procesado. Todos esos compuestos son sulfuros e incluyen dialil
mono-, di-, y oligosulfuros, vinilditiinas v ajoenes. Afirman que otros tiosulfinatos se
pueden encontrar en pequefias cantidades en homogeneizados de ajo, incluyendo alil
metil, metil alil, 1-propenil alil, alil 1-propenil, 1-propenil meti! y dimetil tiosulfinatos
(el primer nombre se une al término tio y el segundo nombre del grupo se une al

sulfinato).

La 24a. edicion de la United States Pharmacopoeia (USP) “* describe en la
Monografia Oficial del ajo, Nationa! Formulation 19, el método para la identificacién y
contenido de alina por medio de cromatografia en capa fina y por cromatografia de
liquidos de alta resolucion, se tomara como sistema de comparacion al método
recomendado en este trabajo. Cabe sefialar que la British Herbal Pharmacopoeia
también contiene informacién para la identificacion de compuestos sulfurados

mediante Cromatografia en Capa Fina™" |
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I1.2. METODOS POR CROMATOGRAFIA DE GASES (CG).

111.2.1 DETERMINACION DE ALICINA EN AJO Y PRODUCTOS
COMERCIALES DE AJO POR (CG) CON DETECTOR FOTOMETRICO DE
FLAMA *

Segin Koichi ef al, éste método de Cromatografia de Gases (CG) con detector de
fotometria de flama es preferible a otros métodos, en base a su especificidad vy
sensibilidad, ya que la alicina es un compuesto organico volatil que contiene sulfuros.
Durante el tratamiento de la cromatografia de gases, la alicina sufre una deshidratacion
formando dos disulfuros isomeéricos (3-vinil-1,2-diti-5-ene y el 3-vinil-1,2-diti-4-ene,
CsHS2). Afirman que la formacion de estos disulfuros es proporcional al contenido
de alicina. De esta manera, la alicina se puede determinar utilizando el disulfuro como

un estandar,

En el estudio de estos investigadores se describe el desarrollo del método de CG para

la determinacion de alicina en productos de ajo.

1. Equipo Sistema Shimadzu GC-7A con detector fotométrico de flama
{CG-DFF) _
Procesador de datos Shimadzu C-R3A.
Espectrometro de masas acoplado al cromatografo de gases

(CG-EM), Shimadzu QP-1000A.

2. Condiciones cromatograficas de operacion.

Temperatura de la columna  100°C
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Temperatura de inveccion  140°C
Gas acarreador " Nitrégeno a 40 mL/min,
Volumen de inyeccion 5ul
Columnas de vidrio  a) 2.1 m x 3.2 mm d.i. cubierta con OV-1 al 1% en una malla
80-100 Chromosorb WAW-DMCS
b) 1.5 mx 3 mmd.i cubierta con DS 2% més H:POj al 0.5% en
malla 80-100 Chromosorb WAW-DMCS.

3. Preparacion de 1a solucion estindar de alicina
- Disolvieron la alicina en dietil éter a una concentracion de 10 mg/mL y de ésta se
llevd a concentraciones apropiadas de trabajo.

- Almacenaron esta solucién estandar en congelacion a.-20°C hasta su uso.
NOTA: El estandar de alicina fue suministrado por Wakunaga Pharmaceutical Co.

4, Preparacion de la solucion estindar de alina

- Disolvieron la alina en agua a una concentracion de 10 mg/mL y de ésta se tlevd a
concentraciones apropiadas de trabajo.

- Prepararon 10 mg de alina por mL de solucién acuosa.

- Diluyeron con agua a concentraciones apropiadas.
NOTA: El estandar de alina fue suministrado por Wakunaga Pharmaceutical Co.
5. Preparacion de la solucion de alinasa

- Prepararen 10 mL de la solucion de la enzima a partir de 10 g de dientes de ajo, de

acuerdo al procedimiento de Mochizuki es al ®.
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6. Preparacion de la jeringa para llevar a cabo la extraccién.

- Taparon la jeringa con algodén. _

- Colocaron | g de sulfato de sodio anhidro y 0.5 g de Extrelut (E. Merck)
sucesivamente en la jeringa y la aguja apropiada, como se muestra en la siguiente

figura:

— [' o leringa

Y0 "\ kxtreut

\- Sulfato de sodio anhidro

F‘Xl \.fibra de vidrio

aguja

7. Extraccién y purificacién de las muestras.

- Pesaron 0.5-1 g de muestra en un tubo de ensayo y agregaron 8 mL de agua.

- Homogeneizaron durante | minuto y diluyeron con 10 mL de agua.

- Centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos.

- Filtraron a través de un papel filtro No.5A.

- Colocaron 1 mL del filrado en la columna Extrelut y dejaron que se empapara
durante 10 minutos.

- Eluyeron la alicina en la columna con 6 mL de dietil éter.

- Colectaron los primeros 5 mL de la porcién que eluye para su analisis.

8. Preparacién de la curva estandar.
- Inyectaron 5 pl de la solucion de alicina (0.2-2.0 pg/mL) en el sistema

cromatografico.
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- Prepararon la curva de calibracion analitica a diferentes concentraciones de alicina
contra la altura de los picos observados en la grafica.
- Inyectaron 5 pL de la muestra al sistema cromatografico calcularon ¢l contenido de

alicina en la muestra mediante |a curva de calibracion.

9. Tratamiento enzimatico.

- Mezclaron 1 mL de la solucion de alina (100 pg/mL) con 1 ml. de la solucion de
alinasa e incubaron la mezcla durante 15 minutos a 37°C.

- La mezcla la introdujeron en {a columna Extrelur y continuaron con el procedimiento

previamente descrito.

- Utilizaron I mL de agua como control en lugar de la solucion de alinasa.

En sus resultados, los autores mencionan que en el paso de la extracc;ién de alicina con
dietil éter, se formaron' emulsiones tanto con el extracto de ajo como con los
productos comerciales del ajo, El patron de elucion con dietil éter lo estudiaron en la
columna Extrelut coﬁ la solucion de alicina acuosa (20 pg/mL). Toda la alicina la
encontraron en los 4 mL de elucion, por eso escogieron 5 mL de dietil éter como

eluyente.

Analizaron la maxima sensibilidad y reproducibilidad de varias columnas y encontraron
que los picos patrén de alicina son stmilares a los obtenidos en cubiertas con sistemas
no polares o ligeramente polares. Mencionan que la columna cubierta con OV-1 tiene
mejor sensibilidad, por lo que la eligieron para la determinacién cuantitativa y la otra
columna (DS 2%) la utilizaron para pruebas cruzadas. Un cromatograma tipico de CG

de alicina se muestra en la figura HHE2.1,1.
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Fig. [1L.2.1.1 Cromatograma de gascs lipico det estandar de alicina (a)
y del extracto de alicina de ajo fresco (b).

Los picos A (3-vinil-1.2-diti-4-¢ne) ¥ B (3-vinil-1,2-diti-5-ene) son
disulfuros isoméricos derivados de alicina.

Aplicaron e método de Cromatografia de Gases para analizar y evaluar el contenido
de alina y alicina en los productos comerciales del ajo, observando que los
condimentos contienen alicina pero no alina; en cambio, los suplementos alimenticios

contienen alina y no alicina.

Aseguran que, de acuerdo a sus resultados, los analisis cuantitativos de la alicina por el
método de Cromatografia de Gases y la alina por el método de Cromatografia de
Liquidos, que mencionaré con detalle mas adelante, pueden ser evaluidos en términos

del aseguramiento de la calidad de los productos del ajo.
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Los resultados que obtuvieron de la espectrometria de masas les indico la
deshidratacion de las moléculas de alicina y la subsecuente formacion de los dos

disulfuros isoméricos. (Figura 111.2.1.2})
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Fig. No. 111.2.1.2. Espectro de masas de dos componentes.

Los picos A v B son disulfuros isoméricos derivados de ta alicina
El y CI s¢ refieren a las encrgias de ionizacion utilizadas ¢n

¢l espectrémetro g 70eV y 200 ¢V respectivamente. En el espectro-
grama sc¢ observan 4 picos de abundancia relativamente alta que
son el pico de 144 que da la masa molecular de la especie, el pico
111 al que sc le asigna la pérdida del ién molecular -HS. ¢l pico 97
que podria corresponder a la fragmentacion de -CH;S.



Para confirmar la presencia de alicina, mediante tratamiento enzimatico, mezclaron la
alina con la alinasa, logrando obtener el pico correspondiente a la alicina, ademas de
sus derivados isoméricos (Figura HL1.2.1.3). (Comparar con en el cromaiograma de la

figura 111.2.1.1a, donde se observa el pico del estandar de alicina que sintetizaron).

A
galicina
\
i ; N
o
L 1 [l 1 1 }
0 4 8

Ttempo de reteclon tminl

Fig. 111.2.1.3. Cromatograma dc gascs de alina con
tratamiento (---) o sin tratamicnto (- - -) de alinasa. Los
picos A y B son disulfuros isoméricos derivados de alicina.
Las condiciones cromatogrificas son las mismas a las in-
dicadas ¢n la pig. 39.
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111.2.2 DETERMINACION DE ALINA EN CULTIVO DE CELULAS DE AJO
MEDIANTE CG "

Como muchos otros metabolitos que son producidos por cultivo celular de plantas
superiores en niveles mucho mas altos que los obtenidos en la planta intacta natural,
los investigadores de este estudio lograron obtener alina en cultivos celulares de A.

(kD

sativum in vitro ', encontrando que la alina se forma solamente dentro del vastago y

la raiz.

Hayashi, et al """ se encargaron de analizar el contenido de alina en los cultivos
celulares, mediante el método de Cromatografia de Gases {CG), ademas de otros
aminoacidos sulfurados como la S-alil-L-cisteina (SAC), S-metil-L-cisteina sulfoxido
{SMCS), S-metil-L-cisteina (SMC), Cisteina y metionina, €stos compuestos los
separaron y detectaron su contenido de carbono y azufre utilizando un detector de
jonizacion de flama (FI1D) y el detector fotométrico de flama (FPD), respectivamente.

(Figura [11.2.2.1)
El analisis de los aminodacidos sulfurados se realizé por trimetilsililacion.
i. Equipo. Cromatégrafo Shimadzu GC-9A con FID y FPD.

2. Condiciones Cromatograficas de operacion.

Flyjo 10 mL/min

Gas de arrastre Helio altamente puro.
Temperatura del horno 120°C.
Temperatura del puerto de inyeccion 140°C.

Temperatura del detector 150°C.
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NOTA: Los aminodcidos son sililados rapidamente a 120°C por 10 minutos, pero la
alina se descompone a mas de 90°C. Asi que la trimetilsililacion de alina y otros

aminoacidos se completo a los 76°C por 90 minutos.

3. Procedimiento

- Pesaron | mg de alina y la colocaron en un vial y 1 mg de serina en otro vial para
utilizarlo como estandar interno.

- Los aminoacidos los sililaron con 30 pL de CHiCN y 50 pl de bis-
(trimetilsilif}flucroacetamina (en viales de reaccion con sellador).

- Los derivados de los aminoacidos los separaron en la columna capilar con las
caracteristicas anteriormente mencionadas.

- Compararon la sililacion realizada en los aminoacidos con el esténqar de serina, con
las siguientes concentraciones: 2, 5, 10, 20 y 40 pug/mL para analizar la relacion entre
los aminoacidos sulfurados y la respuesta del detector, cuyas areas de los picos
resultaron ser proporcionales a la concentracién del analito (obtuvieron una grafica
lineal) con respecto a la cantidad de senna agrepada, utilizando un detector de
ionizacion de flama.

- Los extractos de alina procedentes del vastago de A. sativum los separaron
adicionando cloroformo:agua.

- La fase acuosa la pusieron en una columna (del tipo H') Dowex 50W, 0.5 x 2.0 cm.

- La columna se lavo con 2 mL de agua y | ml. de NH,OH M y la eluyeron con | mL
de NH,OH 1M.

De estos procedimientos, obtuvieron de 20-40 1g/g en peso seco de alina, lo cual fue
mucho mas bajo a lo obtenido en dientes de ajo intactos {1.0 mg/g en peso seco) y

cantidades considerables de los derivados de sulfuro.



DEL

RESPUOESTA

DETECTOR

———  —— I - .
e
A B C
c1s
SAc;r/
%"‘DQ%
pCS {%“‘
| ics / Jsag
L \
L - . . i

0

i0 20 0 10 20 O 10 '._:0

Tiempo de retencton (min)

Figura 111.2.2.1. Cromatograma de gases de aminodcidos
de sulfuro. A) Indiferenciados y rdpidamente formados.
B) De tgjido cultivado. C) De A. sativurn.
! SMCS: $-metil-Lcisteina sulfoxido
SACS: S-alil-Lcisteina sulféxido
SMC: S-metil-L-cisteina
SAC: S-alil-L-cistcina
CIS: Cisteina. )
Las condiciones cromatograficas estdn descritas
en la pag. 46.
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IIL.3 METODO POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS PARA LA
DETERMINACION DE ALINA EN AJO Y EN PRODUCTOS DE AJO

Mochizuki ef af, mencionan que en afios recientes el ajo y los productos comerciales
del ajo son muy popﬁlares en Japon, por lo que se presentd la necesidad de evaluar la
calidad de esos productos mediante un método rapido y sencillo. Afirman que siendo
la alina una amina especifica, puede ser utilizada como estandar. Agregan que un
derivado fluoroforo con fluoroscamina también puede ser utilizado para la
determinacion de aminas primarias y reportaron su efectividad en la determinacion de
otros éompuestos. Su trabajo de investigacion se basé en la deteccion ultravioleta

(UV) y fluorométrica (FL) mediante el método de cromatografia liquida. .

1. Equipo Cromatégrafo de liquidos, modelo LC-2 (Shimadzu) equipado
con un espectrofotometro Shimadzu SPD-1 y un
espectrofluorometro Shimadzu RF-510 con Aoxcitacien 2 405 nm y

Aemison 2 480 nm.

2. Condiciones cromatograficas de operacion.

Para la deteccién UV

Fase movil Agua con elucion isocratica

Flujo 0.5 mL/min.

Presion No indicada.

Longimd de onda 210 am

Volumen de inyeccion 10ul

Columna Zorbax TMS 5um, 250 mm x 4.6 mm d.i., DuPont, USA,

Temperatura de la columna 25°C a 55°C
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Para la deteccion FL

Fase movil Acetato de sodio 0.03 M (pH 7.0)-acetonitrilo (66:34, v/v)
con bromuro de tetra-n-butilamonio 5 mM.

Flujo 0.5 mL/min.

Presion . Noindicada

Longitud de onda Abreitacion 405 M y 12 Acmision @ 480 nm.

Volumen de inyeccion 10 L

Columna Nucleosil 5Cyy, 5 pm, 250 mm x 4 mm d.i. Macherey, FRG.

Temperatura de la columna 25°C a 55°C,

3. Preparacion de 1a alinasa,

- Pesaron 10 g de ajo machacado, homogeneizaron con agua y diluyeron hasta un
volumen de 100 mL.

- El homogeneizado lo centrifugaron a 3000 rmp durante 10 minutos a 4°C.

- El sobrenadante 16 ajustaron a un pH de 4.0 con acido fosforico y lo centrifugaron a
12 000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Descartaron el sobrenadante.”

- Disolvieron el precipitado en agua, y lo ajustaron a un pH de 4.0 con acido fosférico
y después de la centrifugacion a 12 000 rpm, desecharon el sobrenadante.

- El precipitado lo disolvieron en 10 mL de buffer de disolucion de fosfatos (pH de

6.4) v lo almacenaron en un refrigerador.

4. Preparacién de la muestra,
- Pesaron una muestra de 10 g y le agregaron 40 ml. de agua caliente.
- Después calentaron durante 15 minutos en agua hirviendo, el contenido fue enfriado

a temperatura ambiente v homogeneizado durante 3 minutos.
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- El homogeneizado lo transfirieron a un matraz volumétrico y lo diluyeron hasta un
volumen de 100 mL con agua destifada.

- Centrifugaron a 12 000 rpm durante 10 min. a 4°C, el sobrenadante lo filtraron a
través de un pape! filtro Roshi No. 5A. '

- Un mililitro de! filtrado lo pasaron a traves del cartucho Sep-Pak -Cys y lo elyyeron
con 8 mL de agua destilada y lo llevaron a un volumen de 10.0 mL., .

- El eluido lo analizaron directamente por cromatografia de liquidos con un detector
ultravioleta y un detector de fluorescencia.

- 10 pL de 1a solucion la inyectaron al sistema de Cromatografia de Liquidos.

5. Confirmacion de alina por Cromatografia de Capa Fina y tratamiento enzimitico.

- La solucién ae fa muestra, preparada a través del cartucho Sep-Pak Cis, la
evapora.ron al vacio, secandola a 45°C.

- El residuo lo disolvieron en 0.5 mL de agua y utilizaron placas recubiertas con silica
gel,

- Rociaron las placas con el reactivo de ninhidrina al 0.2% y la colocaron en un horno
a 110°C durante 10 minutos.

- La alina 1a identificaron comparandola con el estandar en la misma placa de CCF.

En cuanto al tratamiento enzimatico empleado para su confirmacion, realizaron lo
siguiente:

- Un mL de la solucion de alinasa lo agregaron a un mL de la solucion de la muestra,
la cual analizaron previamente por CL.

- La muestra la incubaron a 37°C durante 15 minutos. El resultado lo confirmaron

porque desaparectd el pico de la alina en el cromatograma de liquidos.



52

6. Solucion estandar.
- Pesaron 10 mg de! estandar y aforaron con 10 mL de agua destilada.
NOTA: Utilizaron la alina como estandar, el cual fue donado por Wakunaga

Pharmaceutical, Osaka, Japon.

Utilizaron una columa de trimetilsilil (TMS), dando picos similares con tiempos de
retencion razonables en comparacion con otras columnas, utilizando agua como fase
movil. Basado en estudios preliminares de la separacion cromatografica, incluyendo la
interferencia de los compuestos coexistentes, para una columna Zorbax TMS y fase

movil de agua, prefirieron utilizar el método UV. (Figura 111.3.1).

Tiempo de retencion  Imin

Figura 111.3.1. Cromawograma de Liquidos de producios comerciales
del ajo mediante deteccién ultravioleta. Las fiechas indican ¢l pico

de alina. A) Dicntes dc ajo en miel. B) Formulacion liquida.

C) Polvo de ajo deshidratado. Las condiciones de andlisis cstan descritas
eh la pdg. 49. :
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Consideraron que hubo interferencias de algunas sustancias co-existentes en la
deteccion UV en algunas preparaciones liquidas cuando utilizaron los derivados
fluoréfores. Otro factor importante que mencionan, y con lo cual otros autores
coinciden, es que las condiciones de operacidon de cromatografia liquida interfieren en
los resultados, como por ejemplo la variacion de las columnas, la temperatura de ia
columna y }a composicion de la fase mévil. Observaron que el uso de la columna en
fase inversa Ci3 da una mejor resolucién del complejo alina-fluoroscamina que las
columnas RP-8 y TMS. Aunque no se menciona en el articulo por qué utilizaron la
columna RP-8, ésta es de fase inversa y en teoria retiene mucho mejor los solutos no

polares, tal es el caso de la alina, sin embargo, no tuvo buena resolucion.

Afirman que la temperatura maxima para obtener un tiempo de retencidn razonable es

de 50°C, ya que compararon los resultados utilizando temperaturas de 25 a 55°C.

La estabilidad de los derivados del fluoréforo de alina fue de 9 horas conservandolos a
temperatura ambiente en un cuarto obscuro. Fue alta la correlacion entre los dos

meétodos de deteccion, UV y FL, para rangos de concentracion desde 10 a 60 pg/mlL.

En cuanto a los efectos por calentamiento de alina, observaron que la alina se
convierte a alicina, amonio y 4cido piniivico cuando se maceran los bulbos del ajo.
Encontraron que tanto el ajo fresco como los productos de ajo al calentarse en agua

hirviendo, inactiva a la enzima y se conserva estable hasta los 100°C.

El tratamiento enzimatico de alina con alinasa resulté en la desaparicion del pico
establecido como alina. Mediante Cromatografia de Liquidos se comprobd la

presencia de alina por el tratamiento enzimatico. (Figuras 111.3.2 y T11.3.3).
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Mencionan que la alina no se retuvo en el cartucho Sep-Pak Ciy con agua como
eluyente y que una gran cantidad de alina (2.5 mg) se eluyo totalmente del cartucho en
fase inversa, utilizando 6 mL de agua, mientras que el eluyente que contenia el
derivado de tetra-n-butilamonio no separé completamente la alina de los coextractos

de la muestra, por lo que escogieron el agua como eluyente para ta purificacion.

A . | 8 jl! A B
'
[N A S
g B ® o 8 16 o 8 % c &

Tiempo de retenclén [mind

Fig, I11.3.2. Desaparicién del pico de alina en el extracto de ajo mediante tratamicnto
enzimatico (Deteccion UV} A) Sin tratamiento. BY Con tratamiento.

Fig, 111.3.3. Desaparicion del pice de alina en un producto comecial del aje bajo
tratamiento enzimdtico {Deteccion FLY. A). Sin tratamiento. B) Con tratamiento. Las flechas
sefialan el pico de alina. Las condiciones analiticas estan descritas en la pag. 49.

De las muestras comerciales analizadas, encontraron que algunas contenian poco o
nada de alina, en el ajo fresco encontraron de 4.5-6.2 mg/g de alina, utilizando UV y
de 4.0-6.0 mg/g mediante FL (C.V.= 13.8%) y en polvo de ajo encontraren <0.5 mg/g
(UV) y <0.05 mg/g (FL). Afirman que la deteccion por FL fue 10 veces mas sensible y
especifica que UV_ (Fig. 111.3.4)
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Seglin estos investigadores, concluyeron que su estudic por el método de
cromatografia liquida para la determinacién de alina fue sencillo, integro y preciso: La
deteccion mediante ultravioleta permitio la determinacion directa de alina, y el método
de fluorescencia (basado en una derivatizacion fluorométrica), mostrdé gran -
especificidad y sensibilidad. Ambos métodos, comentan, son apropiados para asegurar
la calidad del ajo y los productos del ajo; agregan que el método de CL puede ser

aplicado a otras plantas que contengan alina de las especies Allium.

A B \ C
t
1
LN L

o 8 B® 0 8 16 o B 6

Tiempo de retencién (min)

Fig, I1L.3.4. Cromatograma de liquides de productos
comerciales de ajo con detector Mluerométrico (F1L). Las
flechas indican los pices de la alina. A) Formulacién
liquida. B} Polve deshidratado. Las condiciones croma-
tograficas estan descritas en la pag. 50.
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II1.4 METODOS DE CROMATOGRAFiA DE LiQUIDOS DE ALTA
RESOLUCION (CLAR)

111.4.1 DETERMINACION CUANTITATIVA DI ALICINA PORCLAR.

Jansen et al, proponen un método por CLAR para la caracterizacion y determinacion
de alicina. Para 1987, ain utilizaban la alicina como estandar. Segin estos
investigadores, la determinacidn de alicina mediante Cromatografia de Gases no es
 conveniente utilizarla por su inestabilidad térmica, pues durante el proceso de analisis,
la alicina resultaba en sus productos de desintegracion como di y trisulfuros, Afirman
que aplicando el método de CLAR es posible determinar directamente 2 la alicina

tanto cualitativa como cuantitativamente.

Ellos incluyen en su estudio un nuevo método para la purificacion de alicina, e
introducen una metodologia para obtener un estandar externo de alicina y para la
determinacidn cuantitativa utilizaron un estindar interno que no mencionan
(originalmente el método fue realizado por los alemanes Miething, H. y Voigt, M. en
1985 y 1986 respectivamente, segin o cita el propio Jansen). El polvo de ajo lo

obtuvieron de Warstein Pharma, Niederbergheim y los reactivos de Fluka y Merck.

1. Equipo Sistema HPLC Kontron modelo T-414
Monitor UV Uvicon 720 LC equipado con una celda de fujo de 8pL.

Detector de diodos HP 1040A cn combinacién con un Workstation

HPY133/HP 300, Un programador 2005.Un integrador Shimadzu C-R3A

2. Condiciones cromatograficas de operacion.
Fase mavif Metanol {60%) con ac. formico al 0.1% en agua (40%).

Flujo 0.8 mL/min,
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Presion 15 Mpa

Longitud de onda 205 y 254 nm.

Volumen de inyeccién No indicado.

Columna Spherisorb ODS-2 (5pum) de 4.6 mm d.i. con una longitud de 40

mm y 250 mm para la columna analitica.

3. Sintesis y purificacion de alicina

A. SINTESIS.

A1 Disolvieron dialil disulfuro 0.01 molar en 100 mL de cloroformo y agregaron el
acido m-cloroperbenzoico 0.01 molar en 20 mL de clor'oformo. Agitaron la solucidn a
0°C durante 20 minutos.

A.2. La mezcla la extrajeron después con una selucion de bicarbonato de sodio al 5%
en agua, la cantic%ad suficiente para neutralizar el acido.

A3. Extrajeron nuevamente con 20 mL de agua. (Cada fraccion de agua se extrae
con 15 mL de cloroformo).

A.4. Los extractos de cloroformo los secaron con sulfato de sodio y el cloroformo lo
eliminaron usando el vacio a 20°C.

A.5. Los residuos oleoses los extrajeron 10 veces con 20 mL de agua.

A6, Las fracciones combinadas de agua las extrajeron 5 veces con éter, las fracciones
colectadas de éter las secaron con sulfato de sodio y al éter lo eliminaron a 20°C bajo
presiones reducidas.

A.7. El residuo, la alicina sintetizada, lo purificaron como se indica a continuacion.

B. PURIFICACION.
B.1. Equipo: El mismo utilizado en la determinacion cuantitativa de las
muestras de ajo fresco y deshidratado.Detector con LKB

Unicord SIT 2238 con monitor UV,
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B.2. Condiciones de operacién para la purificacién de alicina:

Fase movil. Metanol (al 60% en agua) con acido formico al 0.1%.
Flujo ' 0.8 mL/min.
Presion 15 MPa -

Longitud de onda: 280 nm
Volumen de inyeccion No indicado

Columna: Sephadex LH-20 (26 x 580 mm)

B.3. Procedimiento.

. La alicina sintetizada la disolvieron en metanol {eluyente) a una concentracién
aproximada de 50 mg/mL de alicina.

- Eluyeron las sustancias en la columna indicada y llevaron a cabo la deteccion.

- Colectaron 40 fracciones de 3 mL y su contenido lo analizaron por medic de CLAR.
- Combinaron las fracciones que contenian mas de 2 mg/mL de alicina y menos del
0.3% de subproductos.

- Agregaron agua, equivalente a % del volumen final det eluido.

- Tres veces extrajeron la mezcla con 1 mb de éter por mL de solucion.

- Secaren las fracciones combinadas de éter con sulfato de sodio en un papel filtro,

- La silica gel la secaron a 150°C y la agregaren a la solucion.

- Eliminaron los restos de éter al aire a temperatura ambiente.

- La alicina adsorbida en la silica gel la secaron en un desecador, a peso constante,

-manteniéndola en refrigeracion y almacenada bajo las mismas condiciones.

4. Preparacion del estiandar externo.
- Pesaron una porcion de la alicina adsorbida en la silica gel y la extrajeron con el
eluyente descrito en la purificaciaon de alicina. La concentracion conseguida estuve por

debajo de 0.1%,
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- La suspension se centrifugd a 8000 rpm durante 5 minutos y el sobrenadante lo

utilizaron para la calibracion del sistema CLAR.

5. Preparacion de 1a muestra de ajo fresco.

- Utilizaron 5 g de dientes de ajo y homogeneizaron en una licuadora de alta velocidad
con agua a un volumen de 30 mL. .

- La suspension la incubaron en un tubo cerrado a 30°C durante 20 minutos,

- Centriﬁljgaron a 15 000 rpm durante 20 minutos.

- Agregaron 1.5 mL de metanol y | mL del sobrenadante.

- La suspensian la centrifugaron é 8 000 rpm durante 5 minutos.

- El sobrenadante se utiliza para la determinacién por CLAR,

6. Preparacion de la muestra de ajo deshidratade.

- Pesaron 10 a 20 mg de poivo de ajo deshidratado y le agregaron 1'mL de eluyente.

- Después de la incubacion de 15 minutos, la suspension la centrifugaron a 8000 x ¢
durante 5 minutos. |

- El sobrenadante lo utilizaron para la determinacion por CLAR.

- Exceptuando el tiempo de incubacion, todos los demas pasos los realizaron a 4°C.

ESPECTROS DE ALICINA '

- El espectro UV fue monitoreado con un fotémetro Gilford 2600. Los datos del
espectro son similares a lo registrado por la alicina disuelta en agua. .

- El espectro IR, lo realizaron con un fotdmetro Bruker IFS 48 FTIR colocando una
muestra de alicina en KBr. (Figura 1l 6.2.1.)

- Cuantificaron la alicina mediante una técnica de refleccion por evaporacion.

- La espectroscopia de masas la registraron en un espectrometro de masas Varian

MAT CH4, donde la alicina fue evaporada de la muestra adsorbida sobre el gel de



silice y analizada directamente. Observaron picos del i6n molecuar en varios productos

~

de desintegracion de alicina.

La pureza de la alicina de las fracciones seleccionadas fue de 99%; determinada por
CLAR. El contenido de alicina lo determinaron por la diferencia en peso seco antes y
después de la adsorcion de la alicina v la evaporacion de! éter. Almacenaron la
preparacion en un desecador a -24°C. Observaron que en un periodo de 3 meses no

disminuyo el contenido y pureza del estandar de alicina.

Aconsejan que para obtener resultados confiables deben ser considerados el tipo de
solventes para la extraccion, .ya que pueden afectar la actividad de la alinasa presente.
Esta no se inactiva por el pentano, dietil éter o cloroformo, mientras que una mezcla
de metanol/agua (8:2) inhibe la enzima. Confirmaron que tante en el ajo fresco como
en el ajo deshidratado en polvo se encuentra activado el sistema alina-alinasa v que la
alicina no es estable a 4°C, que se descl:ompone a diferentes productos, (por ¢jemplo
ajoene y vinilditiinas). La inestabilidad de la alicina es especialmente remarcada en
aceites, asi o comprueban estos investigadores y como lo reportan otros mas
BEB2BIN A partir del ajo fresco, estudiaron la conversion completa de alina v el

tiempo de retencion de alicina, asi como el pico de la alicina a diferentes longitudes de

onda. (Figura [11.4.1.1)

La combinacién de la columna de 40 mm y ia columna analitica de 250 mm, empacada
con material en fase inversa (Spherisorb ODS-2, 5 pm) les permitd una excelente
resolucion en los picos de alicina. (Figura 111.4.1.2). Confirmaron la pu‘reza del
producto eluido en diferentes formas, principalmente por un detector de diodos con el
mismo tiempo de retencion. Observaron mas evidencias de la pureza del producto por

la comparacion del pico del espectro de la alicina con diferentes tiempos de retencion 'y
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los cromatogramas a diferentes longitudes de onda. (Figura LI1.4.1.1). Inyectaron 10

muestras de alicina pura, disuelta a concentraciones de 0.007 a 0.75 mg/mL de

solucion mostrando linearidad en la grafica.
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Fig. 11L4.1.1. Analisis por CLAR del extracto de ajo, oblenide de gjo {resco enaguay
llevando a cabe la completa conversidn de la alina. 1) Cromatograma de CLAR. El tiempo

de retencion de alicina fue de 6.57 minutos. 2} El espectro con tos picos de alicina a
diferentes tiempos de retencion. 3) Cromatogramas de alicing @ diferemes longitudes de onda.
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Fig. 1IL.4.1.2. Cromatog}uma de CLAR de alicina sintdtica
purificada. La deteccidn se llevd a cabo 254 y 205 nm de Jongitud de onda,
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Introdujeron el estandar externo para optimizar la precision del método en la
determinacion cualitativa y cuantitativa de la alicina. Agregan que aplicando el
‘método con un estandar intemo; se requiere de una sustancia similar a la muestra,
teniendo en cuenta la absorcidn molar y las caracteristicas de extraccion. Con estas
afirmaciones, aseguran que a concentraciones diferentes del estandar interno se revelan
diferentes cambios en la absorcion, comparados en la r'}lisma muestra, consideran que
estos problemas pueden resolverse haciendo uso de un estadar externo. Por esta
razon, tuvieron que realizar los métodos publicados para la preparacion de alicina
pura. Observaron que en el procedimiento de purificacion de la alicina sintetizada, asi
como el aislamiento natural, siempre contenian diferentes impurezas como lo indica
CLAR. Mencionan que los preparativos por CLAR les permitio una excelente
purificacion, ya que obtuvieron una pureza cercana al 99%, pero la desventaja es que
se necesitan grandes cantidades del producto y las ventajas soﬁ el bajo costo-y el
procedimiento simple. Otra desventaja que mencionan es que la alicina pura es un
liquido oleoso de dificil tratamiento, por eso la hicieron adsorber en silica gel y asi
poder obtenerla en polvo, el cual puede ser manejado facilmente y permanecer estable
a-24°C. Por estas razones, la determinacion cuantitativa de alicina no es bien aceptada

para Ja evaluacion del ajo y los productos del ajo.
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11.4.2. DETERMINACION CUANTITATIVA DE ALICINA Y ALINA MEDIANTE
CLAR ©

En ¢l caso de Iberl et af también realizaron estudios por CLAR para la determinacion
cuantitativa de alicina incluyendo la cuantificacion de alina, con el fin de comparar su
contenido tanto en el ajo fresco como en el ajo en polvo, haciendo algunas
.modificaciones a los métodos propuestos por Ziegler y Sticher en la determinacion de

. LT
alina ",

Iberl et al, se enfocaron en elaborar estos métodos para asegurar la estandarizacion de
las preparaciones comerciales y corroborar si la alina y la alicina son los marcadores
adecuados para evaluar el ajo y sus preparaciones, Para ello, realizaron los siguientes

procedimientos.

A) DETERMINACION DE ALICINA

1. Equipo Sistema HPLC Kontron modelo T-414
Monitor UV Uvicon 720 LC equipado con una celda de flujo dé 8 pL.
Detector de diodos Merck-Hitachi L-3000 con un detector
UV Knauer “chrom-a-scope”

Un programador 205. Un integrador Shimadzu C-R3A

2, Condiciones cromatogrificas de operacion.
Fase maovil Se utilizaron tres diferentes eluyentes:
a). Metanol:agua (conteniendo 0. 1% de acido formico) = 60: 40
Flujor 0.8ml./min.
b). Acetonitrilo : agua : metanol =50 4} : 9
Flujo 1.0 mL/min

¢). Metanol : agua : etilacetato =60 : 30 10



Flujo 1.0 mL/min
Presion 15 Mpa
Longirud de onda 254 nm.
Volumen de inyeccion No indicado.
Columna Spherisorb ODS-2 (5um)} de 4.0 mm d.i. con una longitud de 40

mm y 250 mm para la columna analitica.

3. Sintesis y purificacién de alicina

A. SINTESIS

A.1. Disolvieron dialil disulfuro 0.01 molar en 8.5 mL de acido acético (99.5%).

A.2. Agregaron 1.2 mL de peroxido de hidrogeno (30%) en 8.8 mL de acido acético,
la reaccion de oxidacion se llevo a cabo en 30 minutos a temperatura ambiente.

A3, Continuaron el procedimiento como se indica en el diagrama siguiente.

Ala mezcla de reaccion cbienida se le agrega:
5 mL KOH (cone.}

Tralamiento a 4°C + 5 mL de Mefano! .
extraccion hexanica
{3x 20 mL)
extracto hexanico Fraccion polar
[principatmente dialil « HQ, votumen final 50 ml.
drsulfure)
extraccion etérea
{2x25mL)
extracto acucso Fracciones de éter
exiraceidn con
1 MNaHCOs (5%) {330 ml) y

2. Agua (1x30 mL)
Fracciéo polar

exlracciin
eterea (x40 mL)

Exfracto acuoso
Extracio etéreo contenien

principaimente_alicina
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B, PURIFICACION
Al producto obtenido de alicina sintetizada, 1a purificaron de igual manera, tal y como

l(”

lo indica Jansen er af ', adsorbiendo la alicina en silica gel para usarlo como estandar

externo para el analisis mediante CLAR.

4, Preparacion de la muestra de ajo fresco y ajo en polvo.

- Pesaron 1 g de ajo en polve & 5 g de dientes de ajo pelados y agregaron agua
llevando a un volumen final de 30 ml..

- Homogeneizaron con una licuadora de alta velocidad durante cinco minutos a 4°C y
obtuvieron fa pulpa del ajo o la suspension del ajo en polvo.

- Incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. La suspension debe contener
alicina y, posiblemente, residuos de alina.

- Centrifugaron a 15000 rpm a 4°C, durante 20 minutos. (Al sobrenadante obtenido se
le puede determinar los residuos de alina}.

- Del sobrenadante, tomaron 400 uL y lo llevaron a un volumen final de 1 mL. ~
Utilizaron los diferentes eluyentes pafa diluir cada una de las muestras.
- Centrifugaron a 8000 rpm dﬁrante 5 minutos a 4°C.

- El sobrenadante 1o utilizaron para la determinacion de alicina por CLAR.

B) DETERMINACION DE ALINA

1. Equipo Sistema HPLC Kontron modelo T-414.
Monitor UV Uvicon 720 LC equipado con una celda de flujo de 8 L.
Detector de rearreglo de diodos Hewlett Packard 1040A en .
combinacién con un Workstation HP9133/HP 300,
Un programador 205.
Un integrador Shimadzu C-R3A.
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2. Condiciones cromatogrificas de operacién.

Fase movil _ Utilizaron como eluyente amortiguador de fosfatos 45 mM (pH de 7.15),
. l,4-dioxan0 : acetoﬂitrilo . tetrahidrofurano = 79:22 5:6:1.5.

Flujo 0.7 mL/min.

Presion No indicada

Longitud de onda 337 nm.

Volumen de inyeccion No indicado

Columna Spherisorb ODS-2 (3 pm) de 4.0 mm d.i. con una longitud de 40

mm y 125 mm para la columna analitica.

3. Sintesis y purificacion de alina

A. SINTESIS.

Primeramente realizaron la sintesis del precursor de la alina, la S-alil-L-cisteina
(también Hamada L-deoxialina), como se describe a continuacion:

A.1. La L-cisteina 0.25 molar la suspendieron en 750 mL de etanol.

A2 Agregaror; 0.875 mol de NaOH en solucion acuosa 20 M a 0.275 mol de
bromuro de alilo.

A.3. Despues de dos minutos, la solucion de deoxialina la acidificaron a un pH de 5.0-
5.5 agregandole acido acético glacial a una temperatura de 30°C.

A4, Cristalizaron a 4°C y obtuwvieron cristales amarillentos y los filtraron,

A.5. Lavaron dos veces con etanol, secaron a 50°C y recnistalizaron, con el fin de
disolver la sustancia, tanto como fuera posible, en una pequéﬁa porcidn de agua
hirviendo con 1% de ac. acético glacial.

A.6. Vertieron esta solucion en etanol hirviendo. {La sclucidon debe ser 15 veces mas
a la cantidad de etanol uliiizada). El solvente se torno turbio inmediantamente, con la
apanencia de pequefios platos de deoxialina.

A7, Después de enfriar a temperatura ambiente, mantuvieren la solucion a 4°C.
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A.8. Filtraron y lavaron con etanol y secaron a 50°C. El producto obtenido lo

utilizaron para sintetizar la L-(+)-alina (también llamada (+)-S-alil-L-cistein-sulfoxido).

B. PURIFICACION.

B.1. La L-deoxialina (0.05 mol) obtenida, la disolvieron en 65 mL de agua y peroxido
de hidrégeno 0.1 molar. Mantuvieron la solucion en agitacion lenta y continua durante
24 horas. '

B.2. Evaporaron el solvente a 60°C al vacio.

B.3. Ya seco, el residuo blanco lo disolvieron en una mezcla de acetona:agua:acido
acético glacial = 65:34:1 a temperatura ambiente. Mientras se enfriaba a temperatura
ambiente, comenzaron a crecer los cristales blancos en forma de agujas. .

B 4. Después de completar la precipit.acién‘del aminoacido oxidizado, mantuvieron la
solucién a 4°C. |
B.5. Filtraron el precipitado y lavaron con el solvente arriba mencionado vy
recristalizaron dos veces de la misma manera con una mezcla de acetona:agua:acido
acético glacial = 70:29:1, -

B.6, Obteniendo asi a la L-(+)-alina pura.

4. Preparacion del estindar externo.

- Utilizaron la solucién sintetizada y purificada de L-(+)-alina 1 mM como estandar
externo.

- Aplicaron, al estandar externo, el mismo procedimiento de derivatizacion que a las

muestras procesadas de ajo fresco y ajo en poivo para su determinacion cuantitativa.

5. Preparacion de la muestra de ajo fresco y ajo en polvo,
- Pesaron 200 a 800 mg de ajo en poivo o 5 g de dientes de ajo pelados.

- Agregaron 10 mL de metanol mas 20 mL de dcido formico al 0.1% en agua.
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- Agitaron vigorosamente durante 5 minutos a temperatura ambiente. La suspension
contiene alina.

- Centnifugaron a 15 000 rpm durante 20 minutos a 4°C,

- El sobrenadante de alina obtenido se agrega a la mezcla de derivatizacion, bajo las

siguientes condiciones;

Mezcla de derivatizacion.

O-ftaldialdehido 0.14 M en metanol. (Recién preparado).
Tert.-butiltiol 1.11 M en metanol.
Acido borico 0.33 M, ajustado a pH 9.5 con Hidroxido de sodio 4 M.

Procedimiento de derivatizacion.

- Agregar 400 pL de o-ftaldialdehido en metanol,
mas 100 pL. de tert.-butiltiol en metanol,
mas 100 pL de Buffer de boratosa pH 9.5
mas 100 pL del sobrenadante de alina”. ‘
- Agitaron la mezcla durante un minuto a temperatura ambiente y la filtraron.
- Esta solucion de derivados de isoindoles la utilizaron para la determinacion de alina

por CLAR.

Los resultados que obtuvieron en la sintesis de alicina mediante ¢l métedo que
proponen es del 25%, 15% mas comparado con lo que obtuvo Jansen er al ‘*\

Ademas, la pureza generada de alicina fue superior al 85%.

“En lugar de los 100uL del sobrenadante de alina. s¢ puede utilizar el residuo de alina que se abtuvo
en ¢l preparacion de la muestra de ajo fresco v en polvo. descrito en el punto 4 de la pag,. 65.
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Para la calibracion del sistema de CLAR utilizaron a la alicina sintética como estindar
externo y el resultado lo compararon con la alicina formada después de la completa
conversion de la alina, utilizando a la proteina alinasa sintética purificada, observando
resultados similares. (Para mis informacion sobre esta investigacién, Jansen refiere
otro trabajo experimental que realizaron sobre la sintesis y purificacion de ta alinasa
para la conversion de alina en alicina: Jansen ef aif, Planta Med. 1989. 55,434-439 ¢
Iberl et a/ Planta Med. 1990. 56, 202.). También compararon los resultados obtenidos
de la técnica realizada utilizando alicina adsorbida en silica gel para el analisis rutinario
y mencionan que puede ser aplicada confiablemente como estindar externo, siempre y

cuando el estandar haya sido cuantificado por estos sistemas de calibracion por CLAR.

Los autores aclaran que elaboraron diferentes sistemas de elucion mediante CLAR
para determinar el contenido de alicina en ajo fresco y el polvo de ajo procesado,
lograron observar datos analiticos similares, los tiempos de retencion de alicina se
redujeron y se mantuvo una excelente resolucion. Con las diferentes mezclas de
eluyentes (acctonitrilo:.agua:metanol y metanol-agua:etilacetato), obtuvieron datos

similares con un tiempo de retencion de 2.85 min para el pico de alicina.

La pureza e identidad de alina la corroboraron mediante CLAR, Cromatografia en
Capa Fina (CCF) y enzimaticamente por la conversion completa a alicina. En la
sintesis y purificacion de la alina tuvieron dificultades porque el rendimiento fue menor
al 4%. Por otra parte, mencionan que es posible utilizarlo como estandar externo,
porque durante el periodo de almacenamiento de la L-(+)-alina en forma de cristales

puros se mantiene bastante estable y es de facil manipulacion,
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La determinacion.de alina en polvo de ajo por CLAR mostrd un pico, asociado con el
pico de L-(+)-alina, con un tiempe de retencion de 13.6, rango < 0.3. Mientras que el
cromatograma de CLAR de la alina sintetizada mostrd un tiempo de retencion de 10.2

para L-{-)}-alina y 13.3 para L-(+}-alina. (Figura I11.4.3.1).

%2 12
0oty reactivos de
derivatizacion

l

T T T ¥ T T L3 T T
? 4 [ W 1t fon)

reactivos de
derivatizacion

A

Fig. 111.4.3.1. 1.- Cromatograma de CLAR de la alina sintética. Antés de ba purificacion
(Grafica inferior), [L«-)}alina (Rt 10.2) y L-(+)alina (R1 13.3). Después de la puriticacidn
{grafica superior), el tnico pico representa la L+ )-alina.

2.- Determinacion por CLAR de ajo en polvo v alina. 1l pico estd asociado con ¢l pico de
L4{*+¥aliny, Rt 13.6. :

T T -

1 » time
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Afirman que para el andlisis rutinario, la S-metil-L-cisteina puede ser utilizada como

estandar externo ya que se encuentra disponible comercialmente.

Con respecto a la determinacion cuantitativa de la muestra, observaron que en la
extraccion de la alina, el metanol al 50% no logra inactivar completamente a la alinasa
presente en las diferentes muestras analizadas, por lo que buscaron un solvente
adecuado que tuviera las siguientes caracteristicas:

1) Que extraiga por completo a la alina.

2Y Que inactive a la alinasa inmediata y completamente.

Asi que decidieron aumentér la concentracion del metanol al 60% para una mejor
extraccion de la alina y agregar acido formico (5% al menos) para detener la actividad
de la alinasa. Para evitar el problema de acidez, en el paso de derivatizacion de alina,
donde se'requieren condiciones alcalinas, desarrollaron el método de extraccion que se
describe en la preparacion de las muesiras de ajo fresco y polve de ajo deshidratado,

en este trabajo.

No observaron diferencias marcadas en el contenido de alina en el ajo fresco, pues mas

o menes oscilo entre el 1% de las muestras analizadas.

También analizaron diferentes preparaciones comerciales del ajo en polvo, utilizando
los sistemas de CLAR para alina 'y alicina respectivamente y encontraron valores muy
similares. (Figura I11.4 3.2). Las aberraciones encontradas se debieron, mencicnan, a
una conversién enzimatica incompleta, como lo demuestran en la determinacion de los
residuos de alina, (ver el procedimiento de las muestras) ya que obtuvieron una cierta
cantidad calculada de este compuesto. Esto demuestra que la determinacion del

contenido de alina es suficiente para caracterizar la capacidad del ajo en generar
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alicina. Afirman que es necesario determinar adicionalmente las cantidades de alina,
dejando para después el proceso enzimitico, o simplemente realizar el método de

cuantificacion de alicina.

5% othigin
£y

0 2 W Afm 30
“——\.n—._._-_—_.p.._’._.__
T T | I T T T —

H 3 © t[min) "

Figura 11L.4.3.2. Cromatograma de CLAR y el espectro de alicina
de un extracto de ajo fresco. '

Los aditivos lipofilicos tales como clorofilina, en algunas preparaciones, deterioran la
resolucién del pico de la alicina, pero no influyen en la determinacion de alina, debido
particularmente a las diferentes preparaciones de las muestras y a la mas especifica
deteccion de la longitud de onda para la determinacion de alina. Esto, dicen, tiene que
ser tomado en cuenta, ya que el procedimiento de derivatizacion de alina causa

desviaciones mas altas.

El contenido de alina puede ser calculado como sigue:

(%) alina = (%) alicina x 2.185
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En conclusion, consideran que los sistemas presentados para la determinacion de alina
y alicina son adecuados para evatuar su contenido en ajo fresco y ajo en polvo
deshidratado. Como estandar externo, ia alina puede ser facilmente manipulable 51 se
compara con la alicina. De otra i’nanera, la sintesis de las cantidades relativamente
grandes de alicina parecen ser mas faciles de obtener que el procedimiento para
obtener suficientes cantidades de L-(+)-alina. La determinacion de alicina permite
estimar la capacidad de generacion del ajo, lo cual depende tanto de la alina como de
la alinasa, asi como la determinacién cuantitativa de wvarios productos de

transformacion de alicina. (Figura 111.4.3.3),

"2"

atlicin 1

- T
) 0 gbminl

Fig. [TL4.3.3. Analisis por CLAR de un producto comercial macerado, conteniendo
* dietil disulturo como estindar intermo.

= ajoenes (Rt 4.41), 2=dimetil disulturo (5.48), 3=2-vinil(4H)-1,3 ditina (6.59, 4=3-vinil{411}-1,2-ditiina
(9.72). 1S=dictil disulfure (11.08), 5=dialil disuluro {12.29), 6=alil meti] trisulfuro (13.20), 7=dialil trisulfuro
{20.27). La fecha sefiala el tiempo de retencion de a alicina (3.35) la cual todavia es detectable mientras ocurre
la transformacion de alicina,
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H1.4.3 .DETERMINACION CUANTITATIVA DE ALINA POR CLAR. ™

Ziegler y Sticher refieren que varios compuestos de S-alquenil-L-cisteinas y sus
correspondientes (£)-sulfoxidos son constituyentes de varias especies de Alffum, tales
como el ajo y la cebolla. Los aminoacidos sulfurados son significativos por el sabor, la
pungencia y las caracteristicas lacrimégenas en estas plantas, ademas 'de ser
precursores importantes de su actividad biologica. Agregan que han encontrado

compuestos estructuralmente similares a la alina. Ver tabla No. [11.43.1.

R Abreviacién y nhombre Abreviacidn y nombre

Metil MCSO (S-metil-L-cistein sulfoxido) MCS {S-metil-L-cisteina)

Etil ECSO (S-efil-L-cistein sulfoxido) ECS (S-efil-Lcisteina)

Alil : Alina {S-alil-L-cistein sulféxido) ACS (S-alil-Lcisteina)

Progpil PCSQ (S-propit-L-cistein sulfdxido) PCS (S-propil-L-cisteina)
Butil BCSO (S-butil-L-cistein sulféxido) BCS (S-butil-L-cisteina)

g om Ty w
R—S---CHz---CH~--COO R---§--CHz---CH--COO

Tabla ll1.4.3.1. Estructuras quimicas de derivados de cisteina.

Continuando con los métodos por CLAR, Ziegler y Sticher mencionan que la
determinacién cualitativa y cuantitativa de estos compuestos sulfurados son de gran
interés para el control de la calidad de los alimentos y para las preparaciones
fitomedicinales en la industria farmacéutica, en particular los procesos de productos
del ajo. Agregan que existen varios procedimientos propuestos para la determinacion
de alicina por CLAR para estandarizar las preparaciones det ajo; sin embargo, aﬁmian

que la determinacion de los compuestos genuinos han sido ignorados y que algunos
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autores han descrito métodos bastante complicados, usando una combinacién de
electroforesis, CCF bidimensional, y densitometria para el analisis cuantitativo de
cebollas, por lo que estos investigadores desarrollaron un procedimiento para la
separacion de las S-alquenil-L-cisteinas y los correspondientes isémeros de (£)-
sulféxido, empleando CLAR en fase inversa y precolumnas de derivatizacion. Indican
que se pueden usar varias técnicas de deteccion para realizar un monitoreo selectivo y
sensible para separar los derivados. Con este estudio, se encargaron de demostrar la
aplicacién de estos métodos para el analisis de los componentes de ajo fresco y
preparaciones de ajo, ademas de que presentan un nuevo enfoque para la
determinacion cuantitativa precisa y exacta de la alina, la cual representa el principal

"compuesto de interés general.

1, Equipo  Utilizaron tres diferentes sistemas con equipos de’ bombeo e inyeccion
acoplados a varios detectores.
a) Electroqpimicos (ECD).
b} Fluorescencia (FLD):.
¢) Espectrofotométricos UV (UVD).
Sistema de lHPLC Knauer {Berlin, FRG)

2. Condiciones cromatogrificas de operacién.

Fase movil Ver la tabla No. [11.4.3.2
Flujo 1.06 1.2 ml/min,
Presion No indicada;

L
Longitud de onda  Diferentes, dependiendo del detector utilizado (FLD 6 UVD).

Ver sus analisis de resultados.

Volumen de inyeccion No indicado.
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Spherisorb ODS 2 (3um), 100 x 4 mm d.i. 6 con

Permacoat-RP-12 (3um) con Hipercromo, 120 x 4.6 mm d.i.

Las columnas (10 x 4 mm d.i.) las utilizaron ocasionalmente.

Utilizaron SCX pero no indican sus caracteristicas.

COMPOSICION OPTIMIZADA DE LA FASE MOVIL.

FASE ESTACIONARIA

Columna Permacoat-RP-12

Columna Spherisorb QDS 2

THF : 1,4-dioxano : ACN :

(%)

Buffer de fosfatos 0.045 M

Separacién isocratica de los

1.1:189:96:704-

13:225:33:729

isdémeros (+) sutféxido Ps 05-65-30, St 1.02 Ps 06-83-11, 5t 095

Sistemas de gradiente:*

Punto inicial - 16:16.7:.76:74.1 15:186:09:79.0
Ps 08-65-27, 5t 0.90 Ps 09-87-04, 5t 0.75

Punto final 20:478:00:50.2 29:502:00:46.9

Ps 05-95-00, St1.76

Ps 07-93-00, St 1.89

Tiempo del gradiente lineal

30 min

32 min

Flujo

1.2 mUmin

1.2 midmin

Tabla No.lIl.4.3.2. Composicion optimizada de |a fase movil para las diferentes eolumnas Fase Inversa.

a. Separacion de todos los derivados de cisteina por gradiente de elucion selectivo multisclvente.

Ps: Punto de selectividad.

St. Fuerza o concentracion del sotvents.

3. Preparacion de reactivos.

- Disolvieron 140 mg de o-fialdialdehido (OPA) en 5 mL de metanol, después le

adicionaron 100 pL de tert. -butiltiol.

- Esta solucion la diluyeron con 50 mL de fosfato de sodio 0.05 M (o bien Buffer de

boratos, ambos a un pH de 9.5).
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- El reactivo preparado lo almacenaron a temperatura ambiente durante algunas
semanas, gunque tenian que agregar el tert.-butiltiol periodicamente para mantener su
potencia. {Mencionan que ocasionalmente el reactivo llegd a opacarse durante la
preparacion).

Esta preparacion de OPA/tert butiltiol a utilizaron en la columna de derivatizacion

para los derivados de la cisteina.

4. Sintesis y purificaciéon de compuestos,

Ziegler et al ™, prepararon, bajo condiciones alcalinas, a la S-alquenil-L-cisteina como
lo describié Theodoropoulus (Acta Chem. Scand. 1959, 13,383). Los isomeros de (+)-
sulfoxido los obtuvieron por oxidacion de los correspondientes tioéteres con peroxido
de hidrogeno. Los diferentes compuestos los cristalizaron con mezclas de
agua/acetona o agualetanol. La (+)-alina pura (CeHyNO:S Y2 H.0, 1862) la
obtuvieron por cristalizacion, siguiendo el método descrito por Stoll y Seebeck (Helv.
Chim Acta. 1951.34,481).

5. Preparacifn del estindar

Para la evaluacién de 14 dervatizaciéon vy las condiciones cromatograficas para el
analisis cuantitativo general, disovieron los aminoacidos sulfurados, entre ellos la alina
como estandar, en una mezcla metanol/agua al 50% para obtener una concentracion
final de 0.5-1 mg/mL. Para el analisis cuantitativo, prepararon la alina al momento de

usarla.

Debido a las grandes diferencias en la sensibilidad del detector, los intervalos de
concentracion deben ser adaptados al detector empleado (ECD, FLD o UVD). Las
soluciones fueron estables a temperatura ambiente pudiendo ser utilizadas por varias

semanas.
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6. Preparacion de la muestra.

- Los dientes de ajo fresco, ya pelados, los cortaron rapidamente en trozos muy
pequeiios.

- Pesaron exactamente de 1 a2 g.
_- Extrajeron inmediatamente con 50.0 mL. de la mezcla metanol/agua al 50%, durante
aproximadamente 5 minutos. ' '

- Después de la filtracion, tomaron 5.0 mL del filtrado y lo pasaron a través de un
cartucho Ciz 0 un SCX (pre tratamiento descrito por los proveedores para separar las
bases organicas). Para asegurar la completa elucién de todos los derivados de la
cisteina, adicionaron 4 mL de la mezcla metanol-agua a través del cartucho.

- La solucién obtenida se llevd a un volumen final con agua destilada de 10.0 mL en
~ un matraz volumétrico.
- Las columnas SCX las lavaron varias veces con agua destilada y para eliminar todos
los aminodcidos adsorbidos utilizaron 5.0 mL de una mezcla de Buffer de fosfatos, pH
de 9.5, con metanol 80:20%.

- Los extractos solubles en agua los disolvieron en 10.0 mL de la mezcla metanol/agua

al 50% para obtener la concentracion deseada de alina.

Ziegler y Sticher comentan que la reaccion entre las aminas primarias y el OPA en
presencia de un alguiltiol (usalmente ?—mercaptoelanol) comunmente se utiliza en la
técnica de derivatizacion para e} analisis de aminoacidos por cromatografia de liquidos.
Al comparér con otros procedimientos de derivatizacion, afirman que su técnica tiene
algunas ventajas, por ¢jemplo, que es de facil manipulacion, los reactivos son
razonablemente estables, de reaccidon riapida y altos rendimientos. Sin embargo,
reportan que la estabilidad de los derivados de iscindoles sulfuro-sustituidos es
insuficiente. Para mejorar la estabilidad, y solo en este caso, incorporaron un grupo

voluminoso como el tert-butil. Ver la reaccion en la figura I11.4.3.1,
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i S=CHg-t
C—H + HS—C Hg-t )

@ phH 10 ~ N—CH—-COOH
C=H + HyN-CH-COOH b

R

Figura I§14.3.1, Reaccion entre un aminoacido, O-ftaldialdehido v
tert.-butiltiol, obteniéndosc un derivado isoindol N-sustituido.

Agregaronl que no existen ventajas en el uso de la disolucion de buffer de boratos o de
fosfatos en las reacciones, por razones practicas prefirieron utilizar el buffer de
fosfatos péra detectores en la técnica de fluorescencia. Ademas, mencionan que para
obtener reproducibilidad en el paso de la derivatizacién, la cual es critica para una

completa precision del método analitico, inyectaron por duplicado los estandares.

La desviacion estandar de las areas de los -picos fue: 3.6%, 2.7% y 3.1% para (+)-
alina, S-alil-cisteina (ACS) y S-metil-cisteina (MCS), respectivamente (n = 7). Los
datos que obtuvieron de los corrimientos para la calibracion o los analisis del ajo para

la denivatizacion de alina fue de 4.1%.

En la separacion isocratica de los homalogos de los tioéteres no presentaron ninguna
dificultad y en la resolucion de los isomeros de (t)-sulfuro si tuvieron problemas,
debido a que se traslaparon varios picos, lo cual dependio de la composicion de la fase
movil. Obtuvieron resolucidn satisfactoria en el uso de los cuatro tipos de solventes.

Lograron separar completamente a los aminoacidos utilizando el gradiente de elucidn

ESTR TEMS N9 DEBE
SALR BE LA 5isUSTECA
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de multisolventes selectivos (SMGE), se obtuvieron dos picos de cada par de isomeros
de sulfoxido. La cromatografia de los diasterotsémeres individuales de alina permitié

la identificacion’ de ambas formas y el pico con el menor tiempo de retencidn fue para

(+)-alina. (Figura [11.4.3.2).

L+ | A JUURJ WAL

1w o) mn

30 14 153 ro 50 0o o

Tlempo de retenclon imin}

Fig. T11.4.3.2. Cromatograma optimizado de la scparacion de 15 compuestos analizados con
multisolventes selectivos de grandiente de elucion mediante dos diferentes columnas de [ase inversa.

A, Permnacoat-RP-12 y B. Spherisorb ODSIL

L.a optimizacion de la fase movil la lograron por la composicion de los solventes
utilizados para cada columna de fase inversa, asegurando una alta reproducibilidad.
Comentan que la temperatura debe controlarse a 30°C, debido a la reduccion de las

altas presiones por la relativa viscosidad del 1,4-dioxano.

Afirman que el procedimiento de derivatizacion OPA/tert -butiltiol es selectivo,

porque solamente las aminas primmarias estan involucradas en la reaccion y que las
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condiciones dptimas para el sistema de deteccion electroquimico es a 750 mV vs.
Ag/AgCl, siendo 1a Acginaciess en fluorescencia de 230 nm, la Acmiisa de 420 nm y el

detector UV a una longitud de onda de 337 nm.

En cuanto a la extraccién y pureza de las muestras, mencionan que la actividad
enzimatica se inhibid fuertemente en la mezcla metanol/agua, ademas de ser
innecesario inactivar la alinasa por calentamiento. Afirman que el procedimiento (de
intercambio catiénico) es mas eficiente por la extraccion de los aminoacidos idnicos de

la matriz.

Después de utilizar e} buffer de fosfatos, obtuvieron 102.2 + 3.2% y 1019 + 3.4%
para alina y MCS respectivamente (n = 5). Uno delos inconvenientes de este método

es el alto costo para un analisis rutinario,

En la aplicacién de la técnica descrita del gradiente de elucion identificaron sdlamente
dos sustancias: (+)-SMCO y {(+)-alina, segiin las observaciones en los cromatogramas
tipicos obtenidos por FLD y ECD. Otros cistein-sulfoxidos o tioéteres no los
detectaron bajo las condiciones cromatograficas estandar, indicando ausencia o por lo
menos una cantidad minima comparada con la alina. Les sorprendid que no hubiera
(+)-PCSO, mientras que la presencia de (+)-ECSO y (+)-BCSO lo consideran

controversial. -

Mencionan que tanto el ajo fresco como los extractos examinados, exhibieron un perfil
de elucion similar en los picos, las diferencias relativas de las concentraciones de las

sustancias de elucion fueron significantes. (Figuras [11.4.3.3 y [11.4.3 4).
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Como muchos métodos analiticos, la precision dependio de la concentracion, y en su
caso observaron que los errores absolutos eran mas grandes al incrementarse la
concentracion. Pudieron concluir que dos puntos de la calibracion es suficiente para la
cuantificacion rutinaria de alina. Mencionan‘ que de ios calculos estadisticos, en la
regresion lineal, la linea paso por el origen; sin embargo, sugieren que hay que tener
cuidado en este procedimiento ya que puede ser peligroso y complicado en un sistema
en el cual se realizd el paso de la derivatizacion. El procedimiento de la duplicacion de

fa derivatizacion disminuye los riesgos.

aAliin
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Fig. 111.4.3.3. Analisis isocratico de diferentes Fig. 11L..4.3.4. Scparacion rapida cromatografica

muestras. A: ajo fresco. B, Casa comercial. para el analisis del ajo.
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Hicieron el andlisis de las soluciones y encontraron que sé pueden almacenar por
varias horas sin disminuir las concentraciones de alina. Esto es importante saberlo,

para preparar {as muestras mediante la técnica de derivatizacion en pre-columna.

Mencionan que el método propuesto lo utilizaron para estudiar una gran variedad de
muestras de ajo. Los resultados obtenidos les revelaron variabilidad significante en el
contenido de alina, por ejemplo, en el ajo fresco encontraron que contiene <0.1% y
1.15% de alina, asumiendo que tiene un contenido de agua del 64%, éstos presentan
valores de mas del 3.3% en muestra seca. Consideran que las cantidades de alina
pueden depender no solamente de la variedad o las especies, sino también de la

madurez, aimacenaje, €} medio ambiente y otros factores,

Para el analisis de muestras de ajo, incluyendo dientes de ajo fresco, extractos y
preparaciones de ajo, aplicaron la fase inversa de CLAR seguida de la pre-columna de

derivatizacion para derivados de cisteina con OPA/tert -butiltiol.

Del método analitico propuesto concluyeron que es; : .

1. Un procedimiento simple para la extraccion y purificacién eficiente de la muestra.

2. Un procedimiento de derivatizacion con pre-columa y productos estables.

3. Rapida y reproducible. .

4. De gran versatilidad por la sensibilidad, selectividad y deteccion de los isoindoles,
mediante la utilizacion de detectores electroquimicos, de ﬂ.uorescencia o
ultravioleta.

5. Un método de respuesta lineal y de reaccion reproducible del detector, permitiendo

ser aphicado en el analisis rutinario.
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1.4 4. DETERMINACION Y CARACTERIZACION DE LOS PRODUCTOS DE
TRANSFORMACION DE LA ALICINA: ajoenes y ditiinas POR CLAR.

En otro trabajo realizado por Iberl e/ al, se I1evc"> a cabo el estudio de otros
componentes det ajo, como productos de transformacién de la alicina, los cuales
fueron identificados por otros investigadores (Brodnitz, 1971; Block, I§86 y Vernin,
1986} y otros mas, los estudiaron para observar el papel que desempefian en el ajo

como agentes medicinales .

Su trabajo se basé en caracterizar estos productos y determinar la concentracion
absoluta de las sustancias generadas, para utilizarlas como estandar externo, aplicando

métodos de CLAR.

A partir de dialil disulfuro, sintetizaron y purificaron alicina y de ésta obtuvieron los
productos de transformacion, dependiendo de la polaridad de los solventes. (E)-
ajoene, 2-vinil-(4H)-1,3-ditiina y 3-vinil-(4H)-1,2-ditiina también los purificaron bajo
condiciones cromatograficas de operacion especificas para cada uno de los productos.
Confirmaron su pureza mediante un monitoreo espectrofotométrico UV e IR. La
calibracion del sistema CLAR lo realizaron utilizando estandares externos de alicina,
tal y como se describe en "', Sintetizaron la alinasa y calcularon la cantidad de alicina
generada con el fin de calibrar el sistema CLAR. La completa conversion enzimatica

de alina la monitorearon por CLAR para la determinacion de tos aminoacidos,

La generacion de los productos de transformacion, a partir de la alicina sintetizada y
purificada en diferentes solventes, los analizaron después de 100 dias de

almacenamiento a temperatura ambiente. Los eluyentes los prepararon de acuerdo a la
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polaridad de los compuestos. Después de 100 dias, en todos los solventes, la alicina se

transformé completamente.

1. Equipo LKB Uvicord SIf 2238, monitor UV.
Sistema Kontron HPLC con bomba T-414 y monitor Uvikon
725, para el analisis utilizaron un detector de diodos Merck-
Hitachi L-3000. ' |
Colector de fracciones LKB Ultrorac 7000.

2. Condiciones cromatogrificas de operacion.

Fase movil Para la separacion de alicina y los productos de transformacion
de alicina se utilizé acetonitrilo;agua: metanol (50:41:9) y
metanol:agua, etil acetato (6:3:1), respectivamente. El eluyente
del ajoene fue hexano:2-propano! (92:8).

Fiujo 1.0 mL/min.

Presion No indicada.

Longitud de onda 254 nm

Volumen de inyeccion 8 ulL

Columna Para la purificacion de ajoene: Sephadex LH-20 (para saber las
caracteristicas de la columna ver el método [11.4.1)
Para la purificacion de las vinit ditiinas: Spherisorb ODS-2
(5um}, 4.6 mm d.i. y una longitud de 250 mm.
Para la separacion de (E)- y (Z)-ajoen se utilizd Spherisorb Si
(5um), 4.0 mm d.i. con una longitud de 14 mm para guarda
-columna y 250 mm para la columna analitica.

El maximo rendimiento de la formacion de ajoene (con sus respectivos isomeros) fue
con el 2-propanol. Mientras que las ditiinas tuvieron el menor rendimiento con el 2-

propanol por ser menos polar. (Fig. 111.4.4.1)
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Figura II1.4.4.1. Determinacion de alicina v sus productos de transformacion por CLAR. Los dientes
de ajo fresco se maceraron ¢ incubaron durante 30 minutes a lemperatura ambiente. Posteriormente sc
extrajeron con 10 mL de etanol o aceite v se corricron las mugstras.

1) Cromatograma por CLAR de muestras tomadas directamente despuds de Ia extraccion,

2y Cromatograma por CLAR de los dicntes de ajo macerados v extraidos con ctanol.

3) Extracto oleoso después de almacenarlo durante ¢ dias a temperatura ambiente.

Las condiciones cromatogrificas son similares a las descritas en la pdg. 83. B

Estudiaron también la transformacion de alicina, mediante el almacenamiento del ajo

machacado, tratado y suspendido en etanol. En etanol y agua, la formacién de alquil!
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sulfuros dominaron entre [a formacion del ajoene, mientras que la ditiinas y los ajoenes
se generaron preferentemente en aceite. En las preparaciones [rescas de extractos de

aceite no encontraron trisulfuros en un periodo de 40 dias. Ver la grafica I11.4.5.1.
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Grafica |11.4.4.1. Rendimiento de alicina y praductos de ransformacion de alicina: peso inicial de ajo fresco = 100%
Disminucién del contenido de alicina (#/C) y generacion de ajoene {@1o). 2 vini-(4H)-1,3-diina (&/a) y dialil
disulfuro (# / ¢} durante el aimacenamiento a temperatura ambiente,

Este estudio les permitié obtener {os productos de transformacion de la alicina sin

contener activo el sistema alina-alinasa y poder evaluar los productos del ajo.

Comentan que este procedimiento causa la pérdida de grandes cantidades de solventes

orgénicos y que no es sencilla la manipulacion del ajoene y las ditiinas, pues son

liquidos oleosos; en cambio, la alicina adsorbida en silica gel es mas manejable para

utilizarla de rutina, teniendo una excelente resolucidn.

Terminan diciendo que es posible determinar.la cantidad de alicina, originaimente
presente, por los productos de transformacion, proveyendo la informacion requerida

para la evaluacion de los respectivos productos del ajo.
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II1.5. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE ALINA UTILIZANDO
EL METODO POR CLAR y CCF. ®”

INLS.1 EN AJO FRESCO.
1 Equipo Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion.

2. Condiciones cromatogriaficas.
Fase movil Preparar una mezcla de buffer de fosfatos 0.045 M,

acetonitrilo, 1,4-dioxano y tetrahidrofurano (69.9 :25.0:2.9:

2.2).
Flujo 1.0 mL/min.
Presion No indicada

Longitud de onda 337 nm
Volumen de inyeccion 10 uL

Columna 4 mm x 10 cm.

3, Procedimiento para la identificacion de alina.
A:
- Cortar la muestra de ajo deshidratado y congelado en pedazos pequefios.
- Transferir aproximadamente 1 g de la muestra a un extractor.
- Extraer con dos porciones de 20 mi. de una mezcla de metanol y agua (1:1),
combinando los extractos.
- Concentrar a un volumen pequefio {5 mL aproximadamente), usando un evaporador
rotatorio. (Estaes la solucion para analizar).
- Aplicar separadamente, “bandas” de 10-mm, 20 pL de cada una de las soluciones

que contienen aproximadamente 0.5 mg de USP L-Metionina RS por mL (Solucion
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Estandar A), una solucion de USP alina RS en una mezcla de metanol y agua (1:1)
conteniendo 0.5 mg por mL (Esta es la Solucidn Estandar B), y 1a solucion a analizar
a un placa apropiada de Cromatografia de silica gel en Capa Fina.

- Desarrollar las placas cromatograficas en una mezcla de alcohol butilico, alcohol
propilico, acido acético glacial y agua (3:1:1:1).

- Remover la placa de la cimara cromatografica y dejar que se seque al aire.

- Rociar con una solucion de ninhidrina 0.2% en una mezcla de alcohol butilico y acido
acético 2 N (95:5). '

- Calentar de 100°C a 105°C por 10 minutos aproximadamente e inmediatamente
examinar lg placa.

La zona de color anaranjado rosiceo, justo debajo de la zona atribuida al estandar de

la solucion B, corresponde a la alina.

B:

- Transferir 10 g aproximadamente de dientes de ajo que hayan sido cortados en
pedazos pequefios eﬁ un matraz apropiado. '

- Agregar 10 mL de hidroxido de sodio | Ny 10 mL de agua.

- Calentar el matraz hasta que hierva el agua durante 10 minutos, enfriar y filtrar,

- Agregar unas pocas gotas de solucion de nitroferricianuro TS recientemente
preparado a 2 mL del filtrado: aparecerd un color rojo o rojo-anaranjado, lo cual

indicara la presencia de compuestos sulfurados en el especimen analizado.

C:

Una muestra que contenga alina, se inyecta al cromatografo y se identifica de acuerdo
al tiempo de retencion del pico mayor en el cromatograma de la solucién analizada,
correspondiente al cromatograma de la' solucidn estandar, la cual se obtiene como se

indica en el andlisis para determinar el contenido de alina.
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4, Procedimiento para determinar el contenido de alina.

BufYer de fosfatos 0.045 M,

- Disolver 1.24 g de fosfato de sodio monobasice en 100 mL de agua..
- Ajustar con hidréxido de sodio 0.2 M a un pH de: 7.1.

- Diluir con agua a 200.0 mL y mezciar.

Buffer de fosfatos 0.05 M.

- Disolver 1,38 g de fosfato de sodio monobasico en 100 mL de agua.
- Ajustar con hidroxido de sodio 0.2 M a un pH de 9.5,
- Diluir con agua a 200.0 mL y mezclar.

Solucion de Monoclorhidrate de Carboximetilamina.

- Disolver 109 mg de este compuesto en 100.0 mL de agua.

Reactivo de derivatizacion.

- Disolver 140 mg de o-fialdialdehido en 5 mL de metanol en un matraz volumétrico
de 50 mL. .

- Agregar 100 puL de t-butiltiol.

- Diluir con el buffer de fosfatos 0.05 M a volumen y mezclar.

Solucidon estandar,

- Disolver exactamente pesada la cantidad de Alina RS en una mezcla de metanol y
agua (1:1).

- Diluir cuantitativa y cuidadosamente, con una mezcla de metanol y agua (1:1) hasta
obtener una solucién que tenga una concentracion conocida de 0.05 mg por mL.

- Transferir 0.1 mL de esta solucion a un vial septum,

- Agregar 0.5 mL del reactivo de derivatizacion y mezclar.

- Permitir un tiempo de reaccién no menor de dos minutos antes de la inyeccion en el

cromatografo.



21

La desviacion estandar de las inyecciones repetidas no debe ser mayor de 2.% para
cada uno de los picos mas altos.

Solucidén a analizar,

- Transfen’r, exactamente pesado, 10.0 g de dientes de ajo fresco y peladd, a un
recipiente para homogeneizar 110 mL.

- Agregar 70.0 mL de la solucién Monoclorhidrato de Carboximetoxilamina 0.01 M.

- Agitar a alta veldcidad durante 30 segundos.

- Centrifugar y decantar el sobrenadante a un matraz volumétrico de 100 mL.,

- Mezclar el sélido rémantente en un recipiente con 20 mL de la solucion de
Monoclorhidrato de Carboxymetoxitamina.

- Centrifugar y agregar el sobrenadante al matraz volumétrico anterior.

- Diluir el contenido del matraz con la solucion de Monoclorhidrato de
carboximetoxilamina al aforo y mezclar,

- Transferir 10.0 mL del sobrenadante homogeneizado a un matraz vq!umétricb de 100
mL vy diluir con una mezcla de metanol y agua (1:1), llevar a la marca y homogeneizar,
- Agitar y transferir 0.1 mL de esta solucién a un vial septum,

- Agregar 0.5 mL del reactivo de derivatizacion y mezclar,

- Permitir que se lleve a cabo la reaccion en no menos de dos minutos antes de la

inyeccion al cromatografo.

5. Calculos.

- Calcular el porcentaje de alina en la porcion del ajo tomada de la férmula:
100(C/W)(r/rs)

C: es la concentracion en mg/mL de la solucién estandar de Alina RS |

W: es el peso, en gramos de los dientes de ajo pesados para la solucion a analizar.

ru y ry son las sumas de los picos correspondientes a los diasteromeros de alina
obtenidos de la solucién analizada y de la solucion estandar, respectivamente.

No menos del 0.5% se debe encontrar, calculado en base seca.
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11.5.2. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE ALINA EN AJO EN POLVO

La muestra de ajo en polvo, obtenida por deshidratacidn a temperatura menor de 65°C
y su posterior liofilizacion, se almacena en contenedores apropiados y protegidos de la

juz.

1. Contenido de alina.

Se utilizan los mismos reactivos que se mencionaron en el procedimiento del
cohtenido de alina en gjo fresco (Buffer de fosfatos 0.045 M, buffer de fosfatos 0.05
M, Monoclorhidrato de carboximetoxilamina, reactivo de derivatizacion, la fase mévil,

la solucion estandar y el sistema cromatografico}.

Solucion a analizar.

- Transferir aproximadamente i.O g de poivo de ajo, pesado con precision, a un
matraz.

- Agregar 30.0 mL de la solucién de Monoclorhidrato de carboximetoxilamina y agitar
vigorosamente hasta que ellpolvo se encuentre completamente disperso,

- Centrifugar hasta obtener una solucién clara.

- Transferir 5.0 mL del sobrenadante a un matraz volumétrico de 10 mL.

- Diluir con Monoclorhidrato de carboximetoxilamina 0.01 M, llevarlo a la marca y
mezelar.

- Utilizando una jeringa, transferir 0. 1 mL de esta solucion al vial septum.,

- Agregar 0.5 mL del reactivo de derivatizacion y mezclar.

- Permitir que se lleve a cabo la reaccion en no menos de dos minutos, antes de la
inyeccion al cromatografo.

- Proceder como se indica en el analisis del contenido de alina del ajo fresco.
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2. Cialculos.
Calcuar el porcentaje de alina en la porcion de ajo en polvo, de acuerdo a la siguiente

férmula:
6(CIW)(ru/t,)

C: es la concentracion en mg por mL de la solucion estandar de Alina RS,

W: es el peso, en g, de Ja muestra analizado de polvo de ajo.

ru y rs son las sumas de los picos correspondientes a los diasterdmeros de la alina,
obtenidos de la solucion a analizar y la solucion estandar, respectivamente.

Debe contener no menos del 0.3%, calculado en base seca.
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I11.6 METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS

1I1.6.1. PARA LA DETERMINACION CUANTITATIVA DE ALICINA Y
TIOSULFINATOS TOTALES = EN AJ0 POR____ESPECTROSCOPIA
ULTRAVIQLETA"Y

La alicina (dialil tiosulfinato, CiHs-S-S(0)-C3Hs) es el compuesto drganosulfurado
mas conocido que produce el ajo (Allium sativum L.). y como ya se ha mencionado,
este compuesto no esta presente en los dientes de ajo como tal, sino que es convertido
inmediatamente a partir de su precursor, la alina (S-alil-L-cisteina sulfoxido) por la
accion catalitica de la alinasa, cuando el ajo es machacado o macerado. Debido a su
inestabilidad, la alicina no es producida comercialmente. Sin embargo, la alicina se
puede sintetizar mediante la oxidacién del dialil disulfuro con peroxido de hidrogeno
en medio acido v purificado utilizando $i-TLC. También la alicina se puede aislar por
medio de extracciones del ajo homogeneizado con diclorometano médiante Cre-TLC.

Han y Lawson ¥

, pretenden con su estudio aplicar un método simplé y sensible para
la cuantificacion de la alicina, comentan que aunque se han realizado -estudios para la
cuantificacion de la alicina por la conversion indirecta de cualquiera de los dialil
disulfuros o el alil mercaptano y analizado por Cromatografia de Gases, agregan que
éste y los métodos por CLAR para la cuantificacién de la alicina requieren de la alicina

como estandar externo.

Por lo que en su trabajo describen un método espectrofotométrico para la
determinacion cuantitativa de alicina, donde una molécula de alicina reacciona

ripidamente con dos moléculas de cisteina para formar dos moléculas de S-alil
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mercaptocisteina (§-AMC, CyH;-5-S-CHCH(NH);COQH), asi que este método no
requiere de un estandar de alicina para cuantificar la alicina y aseguran que puede ser
utilizado convenientemente para conocer la concentracién total de los tiosulfinatos de

los extractos de ajo.
1. Equipo. Espectrofotometro Ultravioleta/Visible con celdas de cuarzo.

2. Condiciones espectrofotométricas de operacion.

Longitud de onda 324 nm utihzando 4,4’-ditiodipiridi;1a (DTDP) S a
412 nm utilizando 2-nitro-5-tiobenzoato (NTB)

Coeficiente de extincion molar 19,800 utilizando DTDP

14,150 utilizando NTB

3. Preparacion del ajo en polvo.

- E! polvo de ajo se prepara cortando los dientes de ajo en rebanadas delgadas de 3
mm, secandolos a 50°C en un horno y pulverizandolas en un mortero.

El polvo, que aproximadamente conserva de 3-5% de humedad, se puede almacenar a

temperatura ambiente hasta un afio sin la pérdida de rendimiento de alicina.

El analisis de CLAR de !a alicina y otros tiosulfinatos de los extractos de ajo se
llevaron a cabo de acuerdo al procedimiento descrito por Lawson . Las principales
variaciones, para la determinacién cuantitativa de los tiosulfinatos, fueron menores al

7% en todos los casos.

Para obtener el coeficiente de extincion molar, la solucion de cisteina la prepararon en
fresco con buffer de Hepes 50 mM. La concentracion de la cisteina la determinaron

midiendo la cantidad de 2-nitro-5-tiobenzoato (NTB) formado después de la reaccién
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con DTNB, y el coeficiente de extincion molar (1 cm de paso de lﬁz) fue de 14,150 a
412 nm por la liberacion del anién NTB. Este valor del coeficiente de extincion molar

lo utilizaron para realizar todos los calculas.

Mencionan que su método propuesto es suficientemente sensible para cuantificar la
concentracion de la alicina en intervalos micromolares. Agregan que la sensibilidad de
su andlisis puede incrementarse cerca de 40% si se utiliza el 4,4’ditiodipiridina
(DTDP) en lugar de DTNB, porque el producto reducide de DTDP, 4,4’-ditiopiridina,
tiene una absortividad de 19,800 a 324 nm, comparado con 14,150 de NTB a 412 nm.

Aseguran que los métodos de CG y CLAR son inseguros y que su método no requiere
un estandar de alicina para la cuantificacion de Ja alicina porque su método esta basado

en la cuantificacion de la alicina utilizando un sistema muy estable; DTNB/NTB,

Comentan que el mecanismo de reaccion de una molécula de alicina con dos moléculas
de cisteina aliin no es conocido. Pero que es posible que la alicina reaccione con la
cisteina para formar S-AMC y acido alil sufinico (CsHs-S-OH), el cual reacciona con
otra molécula de cisteina para formar una segunda molécula de S-AMC y agua,
Agregan que también es posible que dos moléculas del acido alil sulfénico dimerizado

forme una molécula de alicina, la cual reacciona con otra molécula de cisteina.

Ademas de la alicina, el extracto de ajo contiene por lo menos otros siete tiosulfinatos, |
los cuales constituyen del 20 al 40% del total de los tiosulfinatos, Encontraron que
todos los tiosulfinatos del ajo son sulfhidrilos altamente reactivos y que como la
alicina, una molécula de cualquier otro tiosulfinato reacciona con dos moléculas de

cisteina.
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.Comentan que las diferencias existentes en sus experimentos se deben a errores
experimentales o por el hecho de que los coeficientes de extincion molar de tres de los
tiosulfinatos menores no son conocidos exactamente, ademas de otros que no se han

descubierto atn.

Agregan que la cantidad de tiosulfinatos también son un indice importante para la
evaluacién de la calidad de los productos del ajo, ya que también poseen actividades

biologicas importantes.

Puntualizan que el extracto de ajo puede analizarse sin tiosulfinatos, preparandolo con
carboximetoxilamina 10 mM, el cual es un potente inlibidor de la alinasa o bien con

HCI 20 mM el cual inactiva irreversiblemente a la alinasa.

Ratifican que su método deberia ser empleado para determinar la cantidad de alicina
en extractos de ajo, pues constituye del 60-80% de los tiosulfinatos totales, o bien
hacer una estimacion de la concentracion de alicina muitiplicando el valor total de los

tiosulfinatos por 0.7.

Agregan que puede ser utilizado su método para verificar la concentracién del

estandar de alicina para los métodos de CLAR Y CG.
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H1.6.2. DETERMINACION CUALITATIVA DE LOS COMPONENTES DEL A IO
POR ESPECTROSCOPIA DE INFRARRQJO®Y

Se basa en la absorcion de luz producida por la interaccion de los grupos funcionales

con energia radiante en el rango infrarrojo en funcion de la longitud de onda,

1. Equipo. El espectrofotometro utilizado para registrar el espectro en la
region del infrarrojo. ‘
Celdas de material transparente al infrarrojo; como bromure de
potasio, cloruro de sodio (solubles en agua), cloruro de plata o
bromuro de plata (insolubles en agua), y en superficies
Opticamente plahas. Las celdas de espesor fijo son apropiadas

para analisis cualitativo.

i. Método para muestras solidas.

a) Técnica de la pastilla de bromuro de potasio.

- Pulverizar en un mortero de agata de 1.0 a 3.0 mg de la muestra.

- Agregar 300 mg a 400 mg de bromuro de potasio (previamente seco 5 horas a
105°C} u otro material transparente a la radiacion infrarrojé, moler y mezelar.

- Colocar correctamente el polvo homogéneo en una matriz cilindnca de acero
inoxidable y comprimir con la prensa hidraulica haciendo vacio durante 3 o 4 minutos.
(La presion requerida normalmente para la preparacion de la pastilla es de 1400
Kg/em®a 1762 Kg/em?.).

- Secar durante 10 minutos a 15 minutos a 60°C. Al observar en forma visual la

pastilla, debe ser transparente y uniforme.
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3. Procedimiento.

- Ajustar el aparato con el blanco a cero de absorbancia o 100% de transmitancia antes
de iniciar 1a determinacién, asi como el ajuste de ganancia y de las rejillas.

- Colocar la pastilla o celda que contiene la Solucion de referencia en el soponé de la
- celda correspondiente al haz de la muestra colocando el blanco en ¢l haz de referencia
y proceder a registrar su espectro de abosrcién entre 4000 em™ y 670 em™ (2.5 micras
a 15 micras). '

- Posteriormente, registrar el espectro de absorcion de la muestra, en las mismas

condiciones de prueba.
Los siguientes espectrogramas se obtuvieron de la literatura revisada.

En el primer espectrograma (Fig. [1].6.2.1) se muestran las bandas de la alicina, la cual

fue obtenida a partir de la sintesis de dialil disulfuro, realizada por Jansen tr

Longitud de onda (cm')
4000 X0 0 800
!

L hmlw\[\] {\,

Q
L]
M CmCH~CH =5 =5 =CHy —LH=0ny

Absorbancia

Fig. JIL6.2.1. Espectro [R de alicina. E] espectro de absorcion fue tomado por un fotdmetro (FT-IR). Una capa
delgada de alicing pura sobre un “espejo de aluminio™ fue analizada por la técmica de refleccion.  El espectro
muestra un pico g una longitud de 1090 cm-1 . (Este pico lo observaron después de la oxidacién del dialil
disulfuro).
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En el segundo espectrograma se observan las bandas caracteristicas de los grupos
funcionales de la (-i.-)-alina (S-atil-L-cisteina sulféxido), 1a cual fue obtenida por lberl ef

al ® a partir de la sintesis de S-alil-L-cisteina. (Fig. 111.6.2.2)

Longitud de onda {cm™)
4000 3000 1006 1800 1200 800
X . ! 0

,
— } } e

Absorbancia

Fig, 111.6.2.1. Espectro IR de L4{+)-alina, llevado a cabo en un espectrofotémetro IR Hitachi 260-10, en una
écnica de transmision.  El contenido de alina fue de 0.5% con KBr. En el espectro s¢ observa ¢ pico de un
grupo sulféxido {C-8(0)»C} a 1020 cm-1 , ademas de las bandas caracteristicas de un aminedacido a 1300 cm-1
(-NH;- ) v alrededor de 1600 cm-1 estin presentes log grupos (-COO-, -NH; + ).

En el tercer y cuarto espectrogramas (Figuras [11.6.2.3 y [11.6.2 4) se observan bandas
muy similares a los anteriores espectrogramas. La muestra de ajo deodorizadoe, que no

contiene aparentemente los componentes como la alicina y otros tiosulfinatos, los
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cuales son muy olorosos corresponde a fa compaiiia Vernon Walden y la muestra de
polve de ajo con olor, corresponde a la compafia Pure Gar. Estos espectrogramas

fueron proporcionados muy amablemente para este trabajo por “Gelcaps” de México.

FEAIN B
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4000 3800 3000 2500 2000 1500 1000 o 500

Longitud de onda

Fig. 111.6.2.3. Espectro [R de Ajo en polvo, llevado a cabo en un espectrofotémetro mediante la técnica de
transmisién (pastilla de KBr). En el ¢spectro se observan las bandas caracteristicas de un aminoacido cn 3382.7
em-1 (-NH3- ) y a 1636 cm-1 el grupo carboxilo (-COO- } v 2 1024 cm-1 el de sulfdvidos.
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Fig. I11.6.2.4, Espectro IR de Ajo deodorizado, llevade a cabo en un espectrofoidmetro mediante la técnica de
transmision. Se observan en el espectro bandas de aminoécidos a 3406.1 cm-1, de los grupos carboxilo a 1651 8
cm-1 v de sulfoxidos a 1030.4 cm-1.

A continuacion, expongo un resumen en forma de cuadro, donde indico algunos datos
que resalten las caracteristicas, ventajas y desventajas de cada uno de los métodos
descritos anteriormente, con el fin de compararlos y poder recomendar el que pudiera
aplicarse en la practica de algin laboratorio farmacgutico de medicina herbolaria.
Quedando sobreentendido que faliaria hacer un estudio detallade sobre la validacion

del método sugendo.



CUADRQ RESUMEN

M.AL COMP. | K. MOVIL |FLU- | P. TEMP | 3 | V.IL | COLUMNA (5) Te | E-H [C { VENTAJAS DESVENTAJAS OHSERVACIONES ggﬂl:
JO -
Cromato- | Alicina - Gas No [colum [ No |5SuL|a)2lmx3.2mmdi 4y | No | No | Excelate especificidad, Se forman amulsiones en | Los condimentos (4)
grafia de aca- indi+ [ na: indi- cubierta con OV-§ al 1% [ 42 | lo lo [ resolucién y sensibilidad | 1a éxtraccion con dietil analizados contienen Koichi
pasas oon rea cada | 100°C | cada a1 una malia 80-100 min. | men | me | utilizande la colurmna OV- | der v ol exacto de ajo con | alicna pero no afma. Los | Saito y
datector dor: . Chromosort WAW. cio- {n- {1 agua. suplementos alimenticios | cols.
de Nitro- De DMCS na. |cio Se forman disulfuros contimen alina y no
Totorme- genod inyecc by 1.5 m x 3 mun d.i. na. isoméricas por la alicina. Los métodos
ia en 40 on: cubierta con Advanes deshidratacion de la propusstos pueden ser
flama mL! 140°C DS 2% mis H3PO4 al alicina. evaluados en términos del
min 0.5%, malla 80-100 aseguramicite de la
Chromosorb WAW- calidad de los produdios
DMCS del ajo.
Cromate- | Alina e Gas Ne [Homg [ — [ - {Columna capilar SE-30. | 0.97 | No | No | Es un buem méodo de No es especifico. Mediants trimetilsililacién | (11)
grafia de aca- | indi- | 120°C empacada con silice min. | lo lo | derivatizacién por Se requieren alas es posible detectar otros Hayashi
£ASES GON mea- | cada 1.Smx0.24 em d.i. indi- | in- | sililacin. temperatures. por loque | aminodcidos sulfurados y eols.
datector dor: Invy.: ca di- descomponen ficilmente o | como cisteina. metionma,
de Helio. 140°C ca la alicma, : e
iohiza- 10
cidn de mLs - Detec-
flama y min tar:
fotomatri 150°C
o0
Cromato- | Alina a) Detector | a) De= | —— [ ~ome a) 10 { a) Para la deteccion Sm | No | No | La columna en fase Interferencis con fos - La temperatura, el tipe de | (2)
grafia de UV:Agua tector UV [pL [ UV:Zorbax TMS 5 pum, | difer | lo lo 1 reversa C18 da una mgjor | derivados de fluorofore columns y la composicion | Emiko
Liquidos con elugion | UV: 210 | parg | 250 mmx 46 mmdi, |ac | me | ne | resolucién con flurcscamina. de la fase mévil influyé en | Mochiz
isocritica 0.5 nm | am- | DuPont, USA as cion | na | Es sanille y preciso. El uso de diferaites la cuantificacion de alicina | uki y
b} Detector | mlana m bos ! b) Para el detector FL: signi [ a on | El méodo puede ser conoentraciones de los FL fue 10 veces mis cols.
FL: Acetate | b) FL: |de | Nucleosil 5C18 5 pm. | fican s | aplicado a otras plartas cluyentes altera los sengible y especifica que
de sodio datea 405 |tecto | 250 mm x 4 mm d.i. tes que contengan alina. resultados. UV. El méodo puede ser
003M(pH |orFLs nny|res | Macherey, FRG, $on estables los derivados aplicado a otras plantas
7.0)80st0ni- {03 c) de fluorsfora de alina. que contengan alina,
trilo 66;34, | wLAmn emi- Trimetil sistil (ODS) No hay diferencizs
viveon sién significantes entre los
bromuro de a tiempos de retencion y los
Letran- 480 picos observados on et
butilamonio nm intervalo de pH 2.5-8,0
5 mM .
Cromato- | Alicina | Maanol at 0.8 15 —_— 205 |No | Spherisorb ODS-2 5um (6.7 | No | Ba | Lacombinacion dela Se requicren gran- Afirman que se optimiza {0
grafia de 60 % mian | Npa y indi- 1de 46 mmdiconuwa |mn |l |jo |columna de 40 mmen ¥ la de | des del produaie. de 12 precision ussnde Herwig
Liquidos @ &EUa 00N 254 | cada | longitud de 40 mm y men 250 mm en fase neversa La alicina pure es do ¢l estindar extemo. Jansen.
de icido nm 250 mm para ta ¢io- dia exeelnte resolucion. | un liguido oleoso y Los solventes pueden
Alta fonmice colunma analitica. na, Obtuvieron una pureza del | e dificil ratsmiento. - afectar [a actividad de la
Reso- at0.1% . 99%. Mencionan que la alinasa presemte.
lucidn. Mencionan que es alicina no es un marcador | La alicina no es estable a
(CLAR) un ixtodo simple. apropiado 4°C ¥ s¢ descomnponz en
La alicina adsorbida en la | para evaluar las otros productos.
slica gel es de ficil manejo | preparaciones del ajo,
¥ mas estable a -24°C, Eluyerntes téxioos.
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MA. COMP. | F. MOVIL [FLU- | P, TEMP | 4 (V.. | COLUMNA (S5} Tr | ER | C | VENTAJAS DESYENTAJAS OBSERVACIONES ::gff
JO

CLAR Alicina | a) 208 [15 [ ——- |[254 |No | SphersorbODS-2 71 | No | No [ Mencionan quese El procedimiento de Lhilizaron 1a alicina (6)
Metazolagua { ml'min | MPa nm | indi- [ (5pm)de 4.0 mm d.i. min. [k |lo | puede utilizar 1a ati- derivatizacién causa sintetizada co- Bemard
(4. formica {b) 1.0 cado | con una longitud de 40 [ 3.47 { men | me | cina adsorbida en mayores desviaciones, o estindar Dert
0.1% ) {6:4) | mimin mm y 250 mm para 1a min. | eto- | n- | silica gel como estindar extemo. -
by 1.0 colurrma analitica, 285 [na | cio | extemo confiablemene. Observaron datos
Acdtonitrile: | mlimin min. na. | Consideran que esios analiticos
agua:mdano métodos son similares deter-
1= adecuados para 1a minando €] contenido de
50:41:9 evatuacion del ajo alicina en dife-
<) fresco y en polvo. rentes Muestras
Metanol:agua: Redujeron los tiempos de de ajo.
dilacetato = retencion y una excelente
6:3:1 resolucion.

CLAR Alina Buffer de 07 No [ ——- |[337 [No | Sphenisort ODS-2 133 | No | No | Laalina enpolvoes El rendimiento de la Consideran que las (6}
fosfa- mL/mi | indi- nm | indic | (3um) de 4.0 mm d.i, min. | lo lo | mas estable que la alina fie menor del aberraciones encontradas | Bemard
tosd45mM. [n ca- ado | con una longitud de 40 man | me | alicina. 4%, se debieron a una [berl.
1.4-dioxano: da. mm v 125 mmpara la cio~ | n- [ Laalina se puede adquirir | El metanol a! 50% no conversion en-
acalonjtrilo: columna analitica. na. | cio | commercialmente. logrd madtivar a la 2imatica incomplata.
tetrahidrofur na. | Su daerminacion es slinasa. Es mas fAcil obtener
an suficiente pars caracteri- alicina que alina en
79:22.5:6:1. - zar la capacidad del ajoen PrOpOIGioGS MAyor:s.

5 : paneras alicina
CLAR Alinay | Ukilizaron 100 |[No | -—- | Dife |No |a)Spherisorh ODS2 Difc | Muy | Al | Sus reactivos aon 1.0% picos se traslaparon Se dibe tener control de N
deriva- | difesromes 1.2 indi- ron- | indie | (3pm), 100 x 4 am i, | rente { st | o ] comitnmente utilizados on | por la fase movil utilizada, | las tanperaturas por la Ziegler
dosde | eluyendes, mbL/mi | cada tes, |ado | b)Pormacoat-RP-12 de- | bles, la derivatizacife, S9lo identificaron dog viscosidad del 1.4- ¥
8- dependien- | n. de- (3pm}, con Hipercromo, | pen- | exce La téenica &s de ficil sustancias: alina y SMCQ. | dioxano, Sticher,
alquenit | do del pen- 120 X 4.6 mmdi den- | po manipulacion. No es sensible. La precision depende de la
L. daeaor de de los El proceso de Es muy costoso para conoentracion.
cistema. | wutilizado. del del | deri- derivatizacidn es selectivo. | anilisis nninario, La determinacién de alina
date dae | vado La separacidn de los s urta buena ahemativa
dect dor |sde analitos e5 ripida v para Ia evatuacion del aje
of. isom reproducible. ¥ Sus preparaciones.
do- El uso de clectroadtividad, [.a alina s un buen
les fluorescencia y una alta estindar con respecto a la
absorbancia UV de los estabilidad.
derivados de los (seindoles Los andlisis por
da una gren versatilidad derivatizaciéa deben

en la deteccién selectiva y
sensible.

Da informacion adicional
sobre los rangos completas
de aminodaidos por ¢l
gradiente, El procedimion-
to de dertvatizacidn
QPATat.butilo es selec-
1ivo para las aminas
primarias.

hacerse por duplicado para |

disminuir los errores.
La cantidad de alina ¥
alicina depende de las
=pecies , la madurez.
almacensje, medio
ambiente, ac. del ajo.
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M.A. COMP. | F, MOVIL {FLU- |P. TEMP % Y1 | COLUMNA(S) Tw ER. | C. | VENTAIJAS DESVENTAJAS OBSERVACIONES REFE-
JO . RENCI
A
CLAR ajoanes | acdtonitriley; | 1.0 No §-~— |254 | 8uL | a)Paraajocnie: Ajo- | No | No | Se puedm obtener las Pérdida de grandes La alicina sintdtica {5)
¥ agna; ml/ indi- nm Sephadex LH-20, @ o lo | productos de cantidades de solventes oconservada en etanol o en | Bemard
ditiinas | metanol. min. | cada b) Para vinilditiinas: 4.5 |[men | me | transformacién de la organicos. aceite después de su Iberl.
(50:41:9) Spherisorb ODS-2 min. | do- |n- | alicina sin contener activo | Laos productoes de transformacion, reveld
na | cio | ¢l siterna alina-alinasa transformacidn de la diferemte composicion a)
na | para evalur los productos | alicina sintetizada son cotrpararla con la
del ajo. diferentes a los de 1a generada en forma natural.
Es posible determinar 1a alicina natural
cantidad de alicma. El mangjo de los gjoenes y
coneciendo los produaios | ditininas es dificil por ser
de transformacién. compuestos oleoses.
CLAR Alina Buffer de 1.0 No [-— [337 |10 [4rmmx10an s | — | Ba | La identificacion es No incluye la En México ain noseha | (65)
hd fosfatos mLf indi- nm | ul jo | wualitativa, es sencilla. cuantificacidn de los aplicado esta metodologia. | USP 24
CCF 0.045 M min ca- Los ciloulos para la tiosulfmatos totales. )
acctonitrilo, da determinacion cuantitativa
1.4, -dioxano es sencilla, Lanto para el
¥ ajo fresco como para el ajo
tatrahidrolu-  polve.
.| rano
(69.9:25.0:2
)
ESPEC- | Alicina | Nose Ne No | No 324 | No | No utilizadas en este * No ]Los | No|Elprocedimientoparala | Requieretemperaturasde | La cantidad de (12}
TROFO- |y utilizanen [ utiliza | utili |wutiliza | nm [ wili | método, wmili | reac | es | oaraccion desfoesmuy | -70°C. tiosulfinatos tambicn es Han y
TOME- | tiosulfi- | este mitodo | do. zado | do (DT | zado 2do | tivos | co | sencillo. El método es Se requicie de equipo de | indice impof tante para Lawson
TRICQ. |natos - DP} son | sto | sensible para la CLAR para Ia purificacién | evaluar la calidad de los
ULTRA- y muy | se [ cuantificacion de ta alicina | de alicina sintdtica . productos ded gjo: tinen
VIOLE- 412 esta en rengos micromolares. | No tiene ¢l coeficiente actividad biologica.
TA nm bles No requiere std. exiemo molar de tees de los El método se puede
{NT Los cilculos son sencillos. | tiosulfinatos manores. utilizar para verificar la
B) concentracidn del estindar
de alicina para CLAR y
CG.
ESPECT | Alina —_ — |- | — — | | —— | Bue | No | Essencille de mengjar, $6lo sirve para identificar | -~ (35
ROFOT na 3 los grupos funcionzles de FEUM
OMETR 0 los compllestos 6a. ed
ICo. sto analizados.
INFRA- 30
RROJO

M.A.: Métodos Analiticos.
COMP.; Compuesto

F.: Mowvil: Fase Movil.

P_: Presion

TEMP: Temperatura

A: Longitud de onda.

V.1.: Volumen de Inyeccién.
E.R.; Estabilidad de reactivos
C.: Costo
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CAPITULO IV

DISCUSION DE LOS METODOS ANALITICOS

El ajo es una planta muy conocida que ha trascendido en todos los continentes por
poseer caracteristicas medicinales, alimenticias {(como condimento) e inclusive, dicen

algunos, “facultades magicas contra la maldad™.

Despues de miles de afios de mantener al ajo en una posicion mistica, pasé a ser una
de las rﬁés importantes plantas mejor conocida en la medicina herbolaria, pero ahora se
le conoce con bases cientificas comprobables, desde su aplicacion terapéutica en el
area de la clinica, hasta en su composicion quimica mediante la determinacion analitica

por métodos instrumentales.

Los componentes activos del ajo son muchisimos, pero los mis importantes son la
alina, la alicina y sus derivados de sulfuro, pues todos ellos juegan un papel
sobresaliente tanto en la salud de la gente como en el estudio quimico analitico de

productos farmacéuticos.

A pesar de que los estudios analiticos para la determinacion de alicina y alina se ha

venido dando desde hace tres décadas aproximadamente, es hasia 1999 '

que s¢
publica oficialmente un método para la identificacién y cuantificacién de alina,

mediante Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR), como el mejor
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marcador para evaluar, e incluso validar el equipo, los praductos de ajo y el ajo fresco

mismo.

Sin embargo, no se debe “echar en saco roto” las investigaciones que tan arduamente
han rtealizado muchismos investigadores al experimentar en sus laboratorios cual es el
mejor eluyente, la mejor columna, el mejor detector, el mejor gas acarreador, la mejor
temperatura, en si, las condiciones apropiadas que en este trabajo se presentan para los
diversos métodos de separac.i(')n_., ademas de buscar el componente adecuado para la

estandarizacion de tos productos comerciales del ajo.

Ya se ha mencionado que la alina cumple con las mayores ventajas en comparacion
con la alicina, pues posee estabilidad, se puede almacenar a temperatura ambiente, el
tiempo de vida media es largo, es de facil manipulacion, no es toxica, es de facil
acceso comercial, independienteméme de que pueda ser sintetizado en el propio
laboratorio mediante reacciones v condiciones accesibles, sin grandes problemas, pero
estas maravillosas propiedades sdlo nos sirven para cuantificar y estandarizar
productos comerciales, porque el hecho de que contengan alina,l no se garantiza que el
100% de la méte_ria prima fieve a cabo su completa biosintesis natural en un organismo

vivo (€ste es un punto interesante para investigar),

Se deben destacar algunos aspectos importantes acerca de las ventajas de los métodos
analiticos que describo en este trabajo, pues cada uno contiene caracteristicas
particulares que no se deben pasar por alto (aunque se pueden ver con detalle en el
cuadro-resumen de los métodos analiticos para que el lector tome su propio juicio), las
cuales pueden ser de gran utilidad al momento de hacer las determinaciones basadas en

la monografia del ajo de la USP.
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En uno de los métodos de Cromatografia de Gases {CG) se obtuvo buena
especificidad y sensibilidad por la composicion organica volatil de la alicina; sin
embargo, la determinacion no es directa, porque la alicina sufre una deshidratacion
formando disulfuros isoméricos. Aunque lograron obtener en el cromatograma los
picos bien definidos de la alicina en los extractos de ajo, se considera que no es el

mejor método para el analisis cuantitativo directo de la alicina, El otro método de CG

Y que se reporta, lo realizaron especificamente para saber si podian obtener alina a

partir del cultivo celular, lo cual resultd positivo. Este método basado en
o
derivatizacion por sililacion lo realizaron con un estandar de serina, helio como gas de

arrastre y altas temperaturas, lo cual lo hace no especifico ¢ inadecuado.

En los métodos de Cromatografia de Liquidos, utilizaron diferentes tipos de detectores
(ultravioleta, fluorometria, electroquimicos, real:eglo de diodos) y probaron con
diferentes eluyentes como ¢l agua, metanol:acido formico, acetonitrilo;agua:metanot,
metanol:agua:etilacetato, 1,4-dioxanc:acetonitrilo:tetrahidrofurano con  buffer de
fosfatos a diferentes concentraciones cada uno; en este caso se debe tener particular
cuidado con el uso del tipo de solvente en las muestras del ajo, pues-ello afecta la
actividad de la alinasa, ademas se pueden traslapar varios picos por la composicion de
la fase movil. También investigaron la longitud de onda y diferentes tipos de columnas
observando diferencias marcadas en cada uno de estos parametros cromatograficos, ya
que los tiempos de retencién varian mucho de una técnica a otra, pero siempre hay
buena resolucion. La cromatografia de liquidos resultd ser 10 veces mas sensible y

especifica utilizando un detector de fluorescencia que el detector ultravioleta.

Todos los investigadores coinciden en que la cromatografia en fase inversa da mejores

tiempos de retencidn y mejor resolucion en sus picos.
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En otro método propuesto, se separan los componentes del ajo fresco y preparaciones
del ajo utilizando la técnica de derivatizacion para el analisis de aminoacidos (aminas
primarias) llevandose a cabo la reaccion entre éstas y el O-ftaldialdehido (OPA) en
presencia de 2-mercaptoetanol (o cualquier alquiltiol). Esta técnica tiene las ventajas
de que los reactivos son bastante -estables, de reaccion rapida y altos rendimientos,
pero los derivados de isoindoles-sulfuro-sustituidos son un poco inestables; para

solucionar este problema se debe incorporar un compuesto voluminoso.

Para lograr la reproducibilidad y precision en el paso de la derivatizacion, se deben
inyectar los estindares por duplicado. Para separar por completo los aminoacidos es

bueno utilizar un gradiente de eluciéon con multisolventes selectivos.

Se recomienda utilizar el procedimiento de derivatizacidon OPA/tert-butilo debido a su
selectividad, sélo las aminas primarias estan involucradas en la reaccion, La desventaja
de este método propuesto es que no es especifico, pues no es posible detectar todos
los compuestos derivados de isoindoles. También es importante sefialar que la
precision del método depende en gran manera de la concentracion de las muestras y

reactivos.

Como ya se ha mencionado, es necesario identificar los productos de transformacién
de alicina en preparaciones comerciales, especialmente los alquil sulfuros, asi que para
caracterizar y determinar su concentracion, la alicina se obtiene dependiendo de la
polaridad de los solventes. obteniendo cantidades relativamente grandes de los
compoﬁentes sintetizados. Este procedimiento causa la pérdida de grandes cantidades

de solventes organicos y es dificil la manipulacion del ajoene y de las ditiinas, por sus
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propiedades oleosas, por lo que no es suficientemente conveniente para evaluar los

productos respectivos.

En cuanto al procedimiento establecido en la Monografia Oficial del ajo de 1a USP 24,
para la identificacion y cuantificacion de alina, éste es muy sencillo de realizar. De
hecho, mucho de la metodologia alli descrita, esta basada en los estudios descritos en

este trabajo monografico.

Se sugiere, que ademas de la cuantificacion de alina en extractos de ajo en polvo, se
debe realizar la identificacion y determinacién de alicina y los tiosulfinatos totales
mediante el método espectrofotométrico Ultravioleta/Visible, pues la alicina constituye
del 60 al 80% de los tiosulfinatos totales y permite estimar la capacidad de generacion
del ajo, lo cual depende del sistema alina/alinasa. Las ventajas de este analisis son las

siguientes:

1. El procedimiento es sencillo.

2. Los reactivos son faciles de adquirif, no son toxicos y son de facil manejo.

3. El método es sensible y reproducible.

4. Los calculos para la determinacion de la concentracion de alicina y los tiosulﬁnatqsi_
es muy sencilla.

5. Es accesible el método y el equipo.

6. El método analitico no es caro.

Aunque como todo, su gran inconveniente es que la alicina es muy inestable y es
oleosa, se debe mantener en condiciones muy especiales, como son:
I. Temperaturas de -70°C.

2. Se debe preparar al momento pues tiene un tiempo de vida media muy corto.
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3. Se debe almacenar en lugar oscuro.

4. Utilizar los solventes adecuados para evitar su degradacion.
Sin embargo, estas desventajas se pueden prevenir si se poseen los medios para

cumplir con las condiciones descritas y poder obtener resultados optimos al aplicar

esta sencilla metodologia.

CONCLUSIONES

No cabe la menor duda la efectividad terapéutica que tiene el ajo fresco para prevenir
diversas patologias muy comunes en nuestro medio, como son el cancer y la
hipercolesterolemia, también su capacidad para aliviar gripas comunes, incrementar la
respuesta inmunoldgica del organismo, sus propiedades microbiologicas, etc. Estas se
han atribuido a la alicina y sus derivados de sulfuro. ‘Es por ello que esta liliacea ha

sido tan famosa desde tiempos ancestrales.

Por las diversas investigaciones que se han realizado para conocer la cantidad minima
necesaria que se debe consumir de ajo fresco o extracto de polvo de ajo vy lograr
obtener los beneficios para la salud, la dosis diaria debe ser de 4 g de ajo fresco al dia

0 1 g de extracto de ajo (equivalente al 2% del contenido de alicina).

En cuanto al métode analitico que se debe utilizar para la identificacion y

cuantificacion de afina es en primer lugar el de CLAR y en segundo lugar es mediante



112

espectroscopia ultravioleta por su reproducibilidad, sensibilidad, accesibilidad y
economia, aunque tenga la desventaja de no ser selectivo, ya que se cuantifican los

tiosulfinatos totales, incluyendo a la alicina.

El componente del ajo mas apropiado para la evaluacion, identificacion y
cuantificacion de los productos del ajo y sus preparaciones (e inclusive calibracién del
equipo) es la alina. Es un buen estandar por su estabilidad tanto en la forma cristalina

como en solucion.

Es necesario llevar un control de calidad de todos los materiales y.todos los pasos en
la produccion de las preparaciones fitoquimicas de la industria herbolaria, no se debe
descartar la posibilidad de la variabilidad del f_:ontenido de la alina, pues si no esta
presente, probablemente se transformo completamente en alicina o bien durante el
proceso de extraccion del ajo se descompusieron estos principios activos, por lo que
tendria que revisarse el proceso para la obtencion de la materia prima. En estos pasos,
la alicina representa el primer producto de degradacion enzimatica, ayudando a

conocer mejor la conversidn del sistema alina-alinasa-alicina.

Este trabajo de tesis queda abierto para ser adaptado y utilizado en la determinacion
de alina, alicina y sus derivados sulfurados, en cualquier forma farmacéutica de las

diferentes preparaciones comerciales.
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