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RESUMEN

Este trabajo tuvo por objetivo evaluar y explicar el efecto antimicrobiano del extracto puro del bulbo de
ajo crudo, sobre el crecimiento de las bacterias Gram positivas y Gram negativas en cultivo de agar soja
plaqueado e incubando con Petri por 48 horas. Para la determinacion de la actividad antibacteriana del
extracto puro del ajo se utiliz la técnica de cultivo en agar, inoculando 100 pL de cepas bacterianas
independientemente. En los tres ensayos ha mostrado su efectividad, como se evidencian en la
evaluacion cualitativa observable, gracias al contenido del principio bio-activo de alicina y el ajoeno. Se
investigd la actividad antimicrobiana del extracto puro concentrado que contiene aceites esenciales y
otras moléculas sulfuradas, sobre bacterias Gram positivas Bacillus subtilis y Staphylococcus
epidermidis y otras dos bacterias Gram negativas, como Echirichia coli y Shigella dysinteriae. El
extracto puro del bulbo del Allium sativum exhibié significativamente la funcion bactericida,
mostrando alta inhibicién. Comparativamente con cualquier antibidtico convencional, superando
significativamente, han evidenciado alta actividad inhibidora para las cuatro bacterias ensayadas. Los
resultados del ensayo, la sensibilidad promedio de medida de formacion de halo fue de 33.33 mm para
las cepas G+, mientras para las cepas G- en la formacién de halo de sensibilidad promedio fue de
30.5mm. En conclusién la actividad antibacteriana de sensibilidad del extracto puro de Allium sativum
mostrd, para las cuatro cepas de bacterias, una actividad inhibitoria alta, y asi el ajo puede ser
considerada y utilizado como aditivos antimicrobianos naturales incorporados en diversas sustancias
alimentarios.

Palabras Clave: Funcion antibacteriana, extracto puro de Allium sativum, bio-activos
ABSTRACT

The objective of the work is to evaluate and explain the antimicrobial effect of the pure extract of the
raw garlic bulb, on the growth of Gram positive and Gram negative bacteria in plated soy agar culture
and incubating with Petri for 48 hours. To determine the antibacterial activity of the pure garlic extract,
the agar culture technique was used inoculating 100 L of bacterial strains independently. In all three
trials, it has shown its effectiveness as evidenced by the qualitative evaluation, thanks to the content of
the bio-active principle of allicin and ajoene. The antimicrobial activity of concentrated pure extract
containing essential oils and other sulfur molecules was investigated on Gram positive bacteria Bacillus
subtilis and Staphylococcus epidermidis and two other Gram negative bacteria such as Echirichia coli
and Shigella dysinteriae. The pure extract of the bulb of Allium sativum exhibited significantly the
bactericidal function, showing high inhibition. Compared to any conventional antibiotic, exceeding
significantly, they have shown high inhibitory activity for the four bacteria tested. The results of the test
the average sensitivity of measurement of halo formation were 33.33 mm for the G + strains, while for
the G- strains in the formation of halo of average sensitivity were 30.5mm. In conclusion the sensitivity
antibacterial activity of the pure extract of Allium sativum showed a high inhibitory activity for the four
strains of bacteria and garlic can be considered and used as natural antimicrobial additives
incorporated in various food substances.
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INTRODUCCION

El ajo comUn (Allium sativum-L) es cultivado en
todos los paises del mundo, es un vegetal de la
familia lilidacea de la cebolla (Alliaceae),
cebollino, el chalote, el puerroy el ajo elefante.
El ajo se distingue de las demas familias por sus
hojas planas y el bulbo en forma de cabeza.
Cada cabeza bulbo de ajo esta conformado por
dientes envueltos en una vaina blanca o
pupurina que se asemeja a un pergamino’. En
el ambiente hay un equilibrio entre los seres
vivos, lo que implica que todos se encuentran
en estado de buena salud, lo cual puede llegar
a romperse si los microorganismos se
convierten en gérmenes patdgenos capaces de
generar enfermedades (MARCEN, 2000).
Empero, segun los avances de la medicina,
todavia no existen vacunas que permitan
contrarrestar muchas enfermedades de gran
importancia, por lo que las medidas de higiene
y de desinfeccidén, como principios basicos de
bioseguridad, son imprescindibles (PAEZ Y
OCAMPO, 2005).

La desinfeccion es el mejor proceso de
prevencion de las enfermedades contraidas por
contacto con secreciones u otras fuentes
portadoras de agentes infecciosos. Con
agentes quimicos o fisicos se eliminan a
microorganismos patdgenos que afectan tanto
al ser humano como a la sanidad animal,
porque forman parte de programas de
medicina preventiva, planes de produccion
animal, transporte y sacrificio de animales, asi
como de higiene y produccién de alimentos,
entre otras (RODRIGUEZ, 2005). Hace 4000 a
5000 anos, en Mesopotamia, se utilizaban
mezclas de vino, enebro y ciruelos y se inicio el
uso del jabén. En el antiguo Egipto, los
embalsamadores usaban las sales de natriumy
resinas aromaticas como antisépticos, y la
cebolla como bactericida para el tratamiento de
sus momias (MARCEN, 2000), ademas de usar
vino de palma y vinagre para enjuagar las
cavidades abdominales al momento de
embalsamar, a fin de mantener los cuerpos.
Asimismo, empleaban la técnica de filtracidén en
tela para purificar el jugo de uva (RODRIGUEZ,
2005).

En la historia de la vida humana, los
antimicrobianos y la desinfeccion datan desde
hace muchos afos. En la antigliedad utilizaban

ciertas sustancias naturales para reducir el
contagio de las enfermedades. Su uso se
remonta a hace 60 a 70 mil afos; desde que el
ser humano se desarrolld en la civilizacion,
observo las costumbres de los animales y por
necesidades de supervivencia descubrié poco a
poco que ciertos vegetales le eran beneficiosos
y otros, toxicas (BARQUERO, 2007). Los
orientales (chinos), por su parte, usaban el
queso de soja enmohecido para curarse las
heridas; posteriormente implementaron la
infusién, de té verde para combatir las diarreas
(MARCEN, 2000). También usaban derivados
del mercurio (Hg) y azufre (S) como
desinfectantes y protectores de revestimiento®.
Los arabes retomaron la practica del té verde,
adicionandole hierbabuena, para potenciar el
efecto antimicrobiano. En la India fueron
comunes los vendajes con miel y mantequilla
para tratar heridas, ademas fermentaban el té
verde para obtener el té negro (MARCEN,
2000). Los griegos y romanos también
hicieron sus primeros aportes en el campo de la
medicina. Hipdcrates hacia uso de miel y sal
para tratar las heridas, asi como del tomillo y
vinagre como antisépticos; y del vino y de la
canela, como antimicrobianos.

El pensamiento de uso de la extraccion pura de
vegetales, como medicamentos, surge en
1803, con el aislamiento de alcaloides
(Friedrich Serturner). A partir de eso se
desarrollaron varias investigaciones, como las
de Pelletier y Caventou en 1819, quienes
aislaron alcaloides de corteza. Merck, en 1826,
obtiene la morfina a partir del opio, y en 1831
se consigue la atropina de la Atropa belladona-
L*. En el transcurso historico de la vida, se ha
logrado tener informacion valiosa sobre las
propiedades farmacoldgicas de diversas
especies vegetales; en el presente siglo se
cuenta con técnicas y procedimientos
instrumentales de identificacidn,
determinacién, extraccion y purificacion de
componentes quimicos. Sin embargo, el mal
uso Yy la mala dosificacién de dichas sustancias,
tanto en humanos cuanto en animales y el total
desconocimiento de la sensibilidad de los
gérmenes caracteristicos, ha derivado en el
aumento de la resistividad bacteriana,
ocasionando graves implicancias sociales de
salud y pérdidas econémicas’.

La sabiduria popular menciona la existencia de
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sustancias vegetales y alimentos que poseen
propiedades desinfectantes y antisépticas,
como el agua, la sal, los componentes
bioactivos, los alimentos naturales convertidos
(lacteos, encurtidos, oleaceas, etc.) y no
convertidos (ajo, cebolla, puerro, zanahorias,
citricos entre otros), condimentos, especias,
vegetales aromaticos, arboles y arbustos, a
pesar de conocerse poco sobre la composicion
quimica de las sustancias antimicrobianas de
vegetales y especies, sabiendo que las
propiedades bioactivas para los
microorganismos se encuentran en sus aceites
esenciales como mezcla de diferentes
componentes volatiles (GARCIA y HERRERA,
2007). El ajo es un vegetal que se conoce
desde hace mas de 3 000 anos a.C. cuyo cultivo
se remonta a los tiempos babildnicos’. El Allium
sativum-L es un vegetal originario de Asia, de
donde pasd al resto de Europa y América. Por la
forma de sus hojas es una planta lanza, de raiz
bulbosa conformada por varios bulbillos
denominados dientes. Su cultivo es rapido y
sencillo, en clima templado, y florece en
primavera y verano (GANADO, 2001).

Actualmente no se usan muchos de los
desinfectantes que fueron usados en el siglo
pasado, debido a la creciente conciencia
ecoldgica; se buscan desinfectantes con
buenos resultados germicidas que no
produzcan ningun tipo de problemas en la
salud humana y que sean de bajo impacto
ambiental, por lo que se opta por utilizar
desinfectantes biodegradables, muchos de los
cuales son obtenidos de sustancias naturales.
Es por ello que a la par del conocimiento de los
farmacos generados de vegetales que se
comercializan con la farmacéutica, se sabe de
un mercado alterno dedicado a la difusién y
venta de vegetales como medicina natural o
suplemento dietético. El uso de dichos
vegetales es comun para zonas donde no se
cuenta con suficiente recursos; la poblacidn se
siente cada vez mas interesada en este tipo de
terapias alternativas’.

En Sudamérica, particularmente en el Pery, son
cultivadas de diversas variedades, en valles de
la Costa y en los valles interandinos. El Allium
sativum es una especie ampliamente utilizada
tanto por sus atributos culinarios cuanto por
sus propiedades medicinales. En América del
Norte, Central y Sudamérica, el cultivo del ajo

se ha popularizado en los afos recientes,
debido al conocimiento de sus bondades y de
muchos beneficios que su consumo
proporciona a la salud humana. Este vegetal
cultivado es estéril que solo se propaga
asexualmente (RABINOWITCH Y
KAMENETSKY, 2004). En el mundo, el
apreciado pool genético de la especie se
encuentra amenazado por la rapida sustitucion
de los clones tradicionales por cultivadores
modernos del grupo Sativum (KAMENETSKY
et al.,, 2005). Su germoplasma se conserva
mediante colecciones de campo o por
procedimientos biotecnoldgicos. Los clones
podrian ser identificados para adaptarlos y
producirlos localmente, caracterizados para
realizar procedimientos de seleccion’.

El ajo es uno de los vegetales comestibles de
interés en todo la historia del hombre,
considerado como un medicamento panacea.
Una amplia gama de microorganismos,
incluyendo bacterias, hongos, protozoos han
demostrado ser sensibles a los preparativos
con ajos triturado o aplastado. Ademas, por los
investigadores el Allium sativum ha sido
reportado como causante de reducir los lipidos
sanguineos y de poseer efectos
anticancerigenos, debido a que los dientes de
ajo han puesto de manifiesto una inusual
concentracion de moléculas azufradas, como
componentes quimicos que fueron
determinados mediante el analisis quimico. La
identificacion de componentes volatiles, a
través del andlisis de las destilaciones de vapor
de dientes de Allium sativum machacados, se
realizd hace mas de un siglo, mostrando una
variedad de sustancias moleculares de alilo
sulfurados. Empero, no fue hasta 1944 que el
Cavallito y sus colegas lo aislaron, identificando
el componente responsable de la actividad
antibacteriana de los dientes del bulbo de ajo°.

Las moléculas principales presentes como
componentes bioactivos del Allium sativum
estan la alicina, la aliinasa, ajoeno, allyl
sulfinato, los sulféxidos, como S-metil-L-
cisteina, S-propenil—cisteina, S—glutation,
g-glutamil-S—-alil-cisteina y
g—glutamil-S—alil-mercapto-L-cisteina
(aminoacidos azufrados), aliinasa, aliina.
Cuando los bulbos de ajo se almacenan a baja
temperatura, la alliina se mantiene inalterable,
mientras que el tejido celular permanece
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intacto, pero cuando el bulbo o los bulbillos del
ajo son machacados o triturados, la aliina se
activa y se transforma en alicina y otras
sustancias azufradas (tiosulfinatos) por accion
de la propia enzima aliinasa. Estas Ultimas son
moléculas muy inestables y se convierten con
extrema rapidez en otros compuestos
organosulfurados, como sulfuro de dialilo,
disulfuro de dialilo (mayoritarios en aceites
esenciales del ajo), trisulfuro de dialilo y
ajoenos, todos ellos solubles en medio oleoso’.

Las enfermedades transmitidas por la ingesta
de los alimentos suponen una importante carga
para la buena salud. Millones de personas se
enferman y muchas mueren, por consumir
alimentos infestados y contaminados. Los
estados miembros de la OMS seriamente
preocupados, adoptaron en el ano 2000 una
decisién resolutiva en la cual se reconoce la
funcién fundamental de la inocuidad
alimentaria para la salud publica.

La seguridad microbioldgica de los alimentos es
de vital importancia para la preparacion y
elaboracién alimentaria, no solo por sus efectos
directos sobre el tiempo de vida atil de un
alimento, sino por sus implicancias en la salud
publica (GEORGALA, 1992). Uno de los
principales riesgos es la transmision al hombre
de microorganismos patogenos, a través del
consumo de los alimentos. Entre las bacterias
mas frecuentemente implicadas y conocidas,
Gram positivas y Gram negativas tenemos
Escherichia coli, Salmonella, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosas, Bacillus
cereus, etc., reconocidos como
microorganismos patdgenos de importancia en
la salud publica (HOLANDA, et al., 2005).

Los aceites esenciales, se tiene los extractos de
vegetales, conteniendo diversas sustancias
volatiles, entre ellos los alcoholes, cetonas,
esteres fendlicos, fenoles, acidos organicos, asi
como los terpenoides y derivados sulfurados;
entre los mas utilizados y estudiados es el
Allium sativum que contiene componentes
bioactivos quimicos (alicina, ajoeno, alistatina,
aliinasa) comprobados por su accion y efecto
antibacteriano (HUNTER, et al, 2005;
LEDESMA & APITZ CASTRO, 2006). Los
componentes del ajo implicados en la actividad
antimicrobiana son moléculas quimicas. Los
antimicrobianos o conservadores naturales

pueden tener tres tipos de accidon sobre los
microorganismos: inhibicion de la biosintesis
de los acidos nucleicos o de la pared celular;
dafo a la integridad de las membranas
bioldgicas celulares; interferencia con la gran
variedad de procesos metabdlicos esenciales
en dichos organismos™*.

La utilidad de los principios activos de vegetales
medicinales brinda diversas ventajas en el
tratamiento antimicrobiano, facilitando el
acceso a sustancias con bajo costo. Los
antimicrobianos y desinfectantes que
garantizan la sanidad de la salud, muchas
veces no estan al alcance de las mayorias y es
de dificil acceso. Segun la OMS, un
desinfectante es aquel agente capaz de inhibir
el crecimiento de un microorganismo o de
eliminarlo, siempre que no se trate de una
bacteria en su fase esporulada; empero, un
desinfectante no siempre conlleva a la
eliminacion de microorganismos de una
superficie, pero si los reduce a cantidades
minimas que no dafan la salud (OMS, 2004).
La resistencia adquirida a la exposicion de los
antibidticos por algunas bacterias, es un
problema en el campo de la medicina.

A pesar que Gram positivas y Gram negativas
son susceptibles a sustancias antimicrobianas,
varias entero-bacterias han desarrollado
resistencia’. Algunas bacterias, como
Escherichia coli o Helicobacter pylori, han
llegado a causar enfermedades no controlables
en zonas afectadas, por lo que es necesario
probar nuevos agentes bacterianos cuyos
efectos de duracién sean optimos. Por esta
razon se inicid el uso de las esencias, extractos
de los vegetales que proporcionan una
respuesta a la resistencia bacteriana
(RAHMAN, etal., 2011).

Por lo manifestado, se formuld el trabajo de
investigacién von la finalidad de evaluar la
capacidad bactericida o antimicrobiana del
extracto puro del Allium sativum-L, que se
encuentra facilmente en el mercado, que
resulta ser un desinfectante mas viable y
econdmico, que se utiliza en areas insalubres,
como inhibidor de microorganismos.
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Ajos cosechado

Halo después del cultivo

METODOLOGIA Y MATERIALES

El estudio fue observacional explicativo, en el
cual se evalud la actividad antibacteriana del
extracto puro del bulbo de ajo, sobre cepas
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Se
inicié el proceso de preparado del extracto,
previa asepsia de los materiales y equipos,
utilizando y aplicando la disolucidon de
hipoclorito de sodio, consecutivamente a la

extractora de marca IMACO, nueva. Se quitd
la capa o envoltura de los dientes del bulbo del
Allium sativum-L; aproximadamente se
preparé 250 gramos, el cual se llevo a la
extractora en su totalidad, obteniéndose el
jugo o extracto puro del ajo en un volumen de
200 ml aproximadamente. En la extractora se
logré la ruptura de mayor cantidad de células
del tejido vegetal, con la finalidad de liberar los
componentes bioactivos principales por accién
de su propia enzima presente, la alinasa.

Posteriormente se tamizd con gasa, para tener
el extracto puro del ajo, que fue almacenado en
un frasco ambar limpio de 250 ml de capacidad,
con tapa esmerilada. Las cepas bacterianas
para la prueba fueron: Escherichia coli, Shigella
dysinteriae, Bacillus subtilis y Staphylococcus
epidermidis, seleccionadas de las colonias del
cepario del Instituto Nacional de Salud Publica.
De la misma forma, se prepard el agar nutritivo
de soja, para ser mezclado con cada una de las
bacterias, utilizando tubos Mac Farland. Una
vez mezclados los 100 pL de cada una de las
bacterias con 25 ml de medio de cultivo agar
nutritivo de soja, se depositaron en cajas Petri,
para su respectiva siembra.

Una vez solidificado el medio de cultivo a
temperatura ambiente, se prepararon los
pocitos, en los cuales se depositaron los 100 pL
de extracto puro de ajo en cada pocito, para ser
incubados por 48 horas a 37 °C. Finalmente se
evalud la actividad inhibitoria por la formacion
de halos en cada caso.

RESULTADOS

Los ensayos experimentales de bacterias Gram
positivas y Gram negativas fueron expuestos
ante los principios activos del extracto puro o
concentrado de Allium sativum-L. La reduccién
efectiva ha mostrado qué contra cualquier
grupo de microorganismos. El ajo ejerce una
inhibicion de reduccidén diferencial entre
microflora intestinal y enterobacterias
potencialmente nocivas. La inhibicion
observada en E. coli como en las demas
muestras fue mas de 10 veces mayor que la
observada en lactobacillus casei para la misma
concentracion del extracto puro del ajo. La
accion letal inhibitoria antibacteriana del Allium
sativum estd atribuida al componente bio-
activo quimico de la alicina y ajoeno,
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principalmente. Diversos estudios sobre
propiedades bioactivas del ajo han reportado
como antimicrobianos y desinfectantes que
muestran los efectos inhibitorios letales que
reducen el crecimiento de los
microorganismos. Ver la tabla 1.

Tabla 1. Efecto letal bactericida del extracto puro de Allium
sativum expuesto sobre Bacillus subtilis, Staphylococcus
epidermidis, Shigella dysinteriae, Eschirichia coli

Staphyloco

GRPAMPO Shigella
; . ccus
dysinteria

concentrado X 3 o
. coli epidermidi
de ajo e
s

Bacillus
subtilis

Eschirichia

No inhibicion

Inhibicién

total
parcial

Total

Inhibicién
total

+++ +++ +++ +++

Diametro de
formacion de
halo
inhibitorio

(mm) 31,3 32,5 32,6 33,3

Fuete: Elaboracidn propia.

DISCUSION

En el presente estudio se ha observado que las
concentraciones bacterianas de Gram-positivas
y Gram-negativos en 100pL de caldo de cultivo
empleadas, presentaron resultados
consistentes y significativos a las acciones de
dosis letal expuesta del extracto puro de Allium
sativum. Sin las enormes variaciones en los
resultados reportados en estudios similares con
anterioridad seguin (TILTON et al, 1973;
STECCHIN et al., 1993; HERRERA y GARCIA-
RICO, 2006). Sin embargo, en los datos
obtenidos para el efecto del extracto puro de
ajo sobre Staphylococcus epidermidis, se
evidencia una diferencia significativa en los dos
ensayos con ambas concentraciones
bacterianas iniciales. Para el caso, se observa
un mayor efecto antibacteriano en la menor
concentracion, lo cual es ldgico si se tiene en
cuenta en muchas ocasiones que el impacto del
compuesto activo se ve atenuado por la
cantidad de bacterias o microorganismos
objeto de tal efecto (ERICSSON y SHERRIS,
1971). Estas formas diferenciadas son las que
se pretende comparar cuando se aplica
extracto con concentraciones diluidas y
variando el tamafo de inoculo bacteriano. En el
presente estudio, el efecto inhibitorio del

crecimiento de las bacterias Eschirichia coli,
Shigella dysinteriae y de Bacillus subtilis,
Staphylococcus epidermidis, expuesto sobre el
extracto puro de ajo, fue observado un efecto
sinérgico y muy bien diferenciado conforme a
las especies bacterianas. Tedricamente, el
omeprazol puede tener un mecanismo similar
para su actividad antibacterial, asi como el
efecto letal del extracto puro de ajo.

CONCLUSIONES

El extracto puro del bulbo de Allium sativum
ensayado y expuesto sobre cepas bacterianas
Grampositivas y Gramnegativos, presentd un
mayor efecto bactericida. Ilustrandose los
halos de inhibicién de mayor tamano, como se
muestra en las figuras 1 y 2, con amplio
espectro de accidn eficiente, puesto que
mostrdé un efecto desinfectante inhibitorio del
crecimiento en las cuatro cepas bacterianas
ensayadas. Se logrdé una actividad
antimicrobiana del extracto de ajo, con
originalidad en los resultados de estudio como
consecuencia de la exposicion mostrada de la
inhibicién, formando halos mayores que
justifican la actividad antibacteriana, ante las
cuatro cepas bacterianas mostradas en el
presente estudio.
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