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RESUMEN 
 
La carne es un alimento muy perecedero debido a que contiene microorganismos alterantes 
que causan olores y sabores desagradables y bacterias patógenas que provocan daños en 
la salud del consumidor. Con el fin de investigar la actividad antimicrobiana de extractos de 
Allium sativum fresco y negro, se realizaron ensayos de inhibición en bacterias patógenas; 
Escherichia coli, Cronobacter sakazakii, Listeria monocytogenes y Salmonella enteritidis y 
alterantes; Lactobacillus sakei, Leuconostoc mesenteroides, Carnobacterium divergens, 
Carnobacterium viridans y Brochothrix thermosphacta mediante el método de difusión en agar 
por pocillos. También se estudió el volumen mínimo inhibitorio de un extracto acuoso de ajo 
fresco, finalmente se estudiaron los compuestos organosulfurados con poder antimicrobiano 
presentes en ese extracto mediante cromatografía de gases. Los resultados indicaron el 
poder inhibitorio del ajo fresco en todas las bacterias, sin embargo, el extracto de ajo negro 
no mostró inhibición en ninguna de las cepas ensayadas. Asimismo, al analizar el extracto 
soluble de ajo fresco se observó una amplia variedad de compuestos azufrados con poder 
antimicrobiano como 3-vinil-2,1-dietilaciclohexano-5-eno y 2-vinil-4H-1,3diitina, dialil sulfuro, 
dialil trisulfuro entre otros, mientras que en el extracto soluble de ajo negro no.  
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ABSTRACT 
 
Meat is a highly perishable food due to the presence of spoilage microorganisms, which cause 
unpleasant odours and flavours, and pathogens that cause health damage to consumers. To 
investigate the antimicrobial activity of fresh and fermented Allium sativum extracts, the 
inhibition assays were performed on pathogenic bacteria Escherichia coli, Cronobacter 
sakazakii, Listeria monocytogenes and Salmonella enteritidis, as well as spoilage 
microorganisms Lactobacillus sakei, Leuconostoc mesenteroides, Carnobacterium divergens, 
Carnobacterium viridans, and Brochothrix thermosphacta by well diffusion agar. The minimum 
inhibitory volume of a fresh garlic aqueous extract was also studied, and the organosulfur 
compounds present in this extract were analysed by gas chromatography. Results showed 
the inhibitory effect of fresh garlic in all bacteria; however, the black garlic extract showed no 
inhibition in any of the tested strains. The soluble extract of fresh garlic showed a wide variety 
of sulphur compounds with antimicrobial activity such as 3-vinyl-2,1-diethyloxacyclohexane-
5-ene and 2-vinyl-4H-1,3dithiin, diallyl sulphide, diallyl trisulfide, among others, were 
observed, while they were not found in the soluble extract of black garlic. 
 
 
KEY WORDS 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

1.1 Justificación 
 
La relevancia de la carne como alimento y su corta vida útil imposiciona la necesidad de 
disponer de métodos para reducir su perecibilidad. Una de las grandes causas responsables 
del deterioro de la carne son las bacterias que pueden colonizarla. Se puede tratar de 
bacterias alterantes, las cuales modifican sus propiedades organolépticas y por tanto hacen 
que tenga olores, sabores o texturas desagradables o bacterias patógenas, que pueden 
provocar enfermedades alimentarias peligrosas que pueden desembocar en 
hospitalizaciones o incluso la muerte. Por este motivo la carne suele llevar aditivos 
antimicrobianos como nitratos y nitritos entre otros, sin embargo, estas sustancias sintéticas 
pueden provocar malestar y alergias, además algunos estudios indican que son factores de 
riesgo para el desarrollo de algunos tipos de cáncer. Esto ha producido un aumento del 
estudio de las propiedades antimicrobianas de diferentes sustancias naturales para poder 
usarlas como sustituto de los aditivos sintéticos y así asegurar mayor seguridad alimentaria. 
De acuerdo con la bibliografía revisada, existen diversos estudios del efecto inhibitorio del ajo 
sobre los microorganismos patógenos, sin embargo, no se han encontrado estudios del efecto 
antimicrobiano en bacterias alterantes presentes en la carne.   
 
 

1.2 Importancia de la carne en la nutrición. 
 
El Homo erectus es considerado el primer homínido que comenzó a consumir carne hace 2,6 
millones de años. Este hito supuso un ascenso en la cadena alimentaria y una mejora de la 
capacidad intelectual de la especie humana. En la época del Homo erectus el consumo de 
carne era a través de la caza o del aprovechamiento de animales ya muertos. No fue hasta 
el año 7000 a.c cuando se empezaron a domesticar animales para poder disponer de 
alimentos de origen animal sin la necesidad de ir migrando para seguir a las manadas y 
cazarlas. Esto dio pie a que la especie humana se asentara y dejase de ser nómada. La 
ganadería, junto al descubrimiento del fuego, supuso un incremento importante en el 
consumo de carne ya que se aumentó su disponibilidad y por tanto hubo un gran cambio en 
la dieta de los humanos. Desde entonces, el consumo de carne ha tenido un rol muy 
importante en la dieta de las personas. 1 
 

La carne tiene la cualidad nutricional de aportar diez aminoácidos esenciales de forma 
equilibrada, estos aminoácidos son formadores de proteínas, siendo además responsables 
de reactivar el metabolismo del cuerpo humano. 100 gramos de carne roja proporcionan 
aproximadamente 20.7 g de proteínas y 100 gramos de carne blanca 21.9 g de proteínas. 
El porcentaje de grasa que contiene la carne varía según la especie de animal de la que 
provenga, la parte de corte elegida, la alimentación proporcionada al ganado durante su 
crianza y el método culinario elegido para la preparación de esta. La grasa que contiene la 
carne desempeña dos funciones principalmente; Intensificar su sabor y transportar las 
vitaminas liposolubles que contiene la carne. Los hidratos de carbono que aporta son escasos 
y generalmente en forma de glucógeno. La carne, particularmente la carne roja, contiene una 
amplia variedad de sustancias bioactivas además de los nutrientes esenciales antes 
mencionados. Estas sustancias están siendo objeto de estudio debido a sus posibles 
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beneficios para la salud, tales como su capacidad antioxidante e inmunomodulador. Entre 
ellas se encuentran la creatina, ácido linoleico conjugado y antioxidantes endógenos y la 
taurina.2 
 
En España el consumo de carne es muy importante, según el informe sobre el consumo de 
carne y tendencias de 2020 del ministerio de agricultura, pesca y alimentación del gobierno 
de España, el 97% de las familias españolas compran carne y productos cárnicos llegando a 
consumir 2.432 millones kg en el año 2020 (unos 50 kg de carne al año por persona). Además, 
en nuestro país, la industria cárnica se posiciona como la cuarta potencia industrial en cuanto 
a tamaño, y la primera en el sector de alimentación.3  

 

 
1.3 Beneficios y problemática de la carne. 

El consumo de carne, en especial de la carne roja está ligado a un debate continuo sobre sus 
beneficios y riesgos.  

La carne, aparte de lo mencionado anteriormente, contiene nutrientes beneficiosos para la 
salud como ácidos grasos monoinsaturados (ácido oleico) y ácidos grasos poliinsaturados 
(ácido linoleico conjugado), vitaminas del grupo B, vitamina A en forma de retinol, también 
minerales como hierro y zinc de alta biodisponibilidad y magnesio, selenio y fósforo entre 
otros. Además de su valor nutricional, uno de los beneficios de la carne es su palatabilidad, 
ya que suele ser del agrado de las personas y muchos de los platos típicos y populares que 
se consumen hoy en día contienen carne como ingrediente principal. 

4 

Por otro lado, En 2015, la Agencia Internacional de Investigación sobre el Cáncer (IARC) y la 
Organización Mundial de la Salud (OMS), especialistas en cáncer, publicaron un informe en 
el que se clasificó la carne roja como "probablemente cancerígena para los seres humanos" 
(grupo 2A) y la carne procesada como "cancerígena para los seres humanos". Según los 
resultados descritos en el informe de la IARC, se ha demostrado que consumir 100 g por día 
de carne roja y 50 g por día de carne procesada, podría ser un agente de riesgo de padecer 
cáncer en un 17% y un 18%, respectivamente.5 El consumo de carne roja también ha sido 
asociada con el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares, accidentes 
cerebrovasculares y enfermedad coronaria.6 Sin embargo, siguiendo una dieta equilibrada, 
consumiendo las raciones de carne recomendadas y siguiendo un estilo de vida activo y 
saludable, el consumo de esta no debería de suponer un riesgo para la salud.  

A estos problemas mencionados habría que añadir el debate ético que cada vez cobra más 
importancia en nuestra sociedad. Comer carne puede ser moralmente reprochable desde el 
punto de vista ecológico ya que se ha demostrado que la cantidad de carne actualmente 
producida no es sostenible para el medio ambiente y también desde el punto de vista de los 
derechos de los animales y cómo son tratados en la industria cárnica.7,8 

 

1.4 Bacterias patógenas y alterantes presentes en la carne.  

La carne fresca puede ser contaminada por patógenos durante las actividades de faenado de 
la canal y posteriores manipulaciones. También puede ser contaminada por microorganismos 
responsables del deterioro organoléptico durante su procesado. La mayoría de las bacterias 
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patógenas y alterantes pueden crecer debido a que la carne contiene diversos nutrientes y 
condiciones como; una actividad de agua alta, aproximadamente 0,99, pH post-mortem 5,5-
5,7 y un elevado contenido en nutrientes fácilmente asimilares como la glucosa (2%) que es 
la principal fuente de energía usada por los microrganismos presentes en la carne. La 
presencia de microorganismos alterantes y algunos patógenos en carnes frescas es común, 
pero su multiplicación puede ser evitada al mantener la cadena de frío de manera apropiada, 
este tratamiento prevenir el crecimiento de aquellos microorganismos que no son psicotrofos. 
Sin embargo, dado que es común que durante el transporte y almacenamiento doméstico se 
presenten temperaturas altas, es necesario tener en cuenta las condiciones previsibles de 
comercialización y almacenamiento por el consumidor. Por lo tanto, el crecimiento de 
bacterias patógenas y alterantes es un riesgo que se debe controlar. Algunos patógenos 
relevantes en este tipo de productos son; Salmonella spp., Escherichia coli enterotoxigénica, 
Listeria monocytogenes y Yersinia enterocolitica, que son anaerobios facultativos capaces de 
crecer en productos envasados tanto en presencia como en ausencia de oxígeno.9 Estas 
bacterias patógenas pueden causar problemas graves de salud al consumidor. En el caso de 
la infección por L. monocytogenes, los afectados presentan fiebre, diarrea y en casos 
extremos puede desembocar en una sepsis o meningitis.10 La Salmonella spp es la causante 
de los comunes brotes alimentarios por salmonelosis caracterizados por diarrea 
sanguinolenta, fiebre y cólicos estomacales.11 Las bacterias alterantes presentes en la carne 
como Brochothrix thermosphacta, Leuconostoc mesenteroides y Carnobacterium divergens 
provocan cambios en las propiedades organolépticas de la carne, cambiando su sabor, color, 
olor y apariencia, haciendo que resulte desagradable y no apta para su consumo. 12 

 

 

1.5  Estrategias utilizadas para disminuir el riesgo de patógenos y alterantes en la 
carne. 

Para evitar que la carne sea alterada por bacterias y así mantener sus propiedades 
organolépticas primarias, es tratada con aditivos. Los nitritos y nitratos son aditivos químicos 
que se han utilizado ampliamente en muchos productos cárnicos con la finalidad de evitar la 
oxidación lipídica, realzar y mantener el color de la carne, resaltar el sabor y prevenir el 
crecimiento bacteriano. Sin embargo, estas sustancias puedes provocar alergias y malestar, 
a algunas personas les causan dolor de cabeza, náusea, vómitos, diarrea y dolor abdominal, 
además se han relacionado estos aditivos con un aumento en el riesgo de algunos tipos de 
cáncer. 13 

Los antimicrobianos naturales obtenidos de plantas, hongos, algas y productos animales han 
ganado un mayor interés recientemente. Una de las ventajas de estas alternativas naturales 
es que pueden ayudar a abordar los problemas cada vez más notorios de resistencia 
antimicrobiana, a la vez que reducen o eliminan los posibles efectos secundarios asociados 
a los compuestos sintéticos. Estudios recientes demuestran que los compuestos 
antimicrobianos naturales son más inocuos y seguros que los sintéticos .14,15 
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Figura 1. Clasificación de antimicrobianos naturales. 

Fuente: Elaboración propia en base a “Food Safety through Natural Antimicrobials”15 

  

En este ensayo se estudia la actividad antimicrobiana del Allium sativum. El ajo (Allium 
sativum) es una planta con múltiples propiedades beneficiosas para la salud, tanto en la 
medicina como en la cocina a nivel mundial. En la medicina tradicional china, se utilizan varias 
formas de preparación del ajo, como jarabe, extracto, decocción, aceite o infusión, para 
aprovechar sus propiedades medicinales en el tratamiento y prevención de múltiples 
enfermedades, como la intoxicación alimentaria, el cólera, la fiebre o el dolor de cabeza.15 El 
ajo tiene múltiples propiedades farmacológicas que han sido reportadas, entre ellas, su 
capacidad como antiséptico, antimicrobiano, antifúngico y expectorante. Principalmente, se 
utiliza para tratar enfermedades respiratorias como la bronquitis y el asma. Diversos estudios 
han descrito estas propiedades medicinales basadas en los compuestos bioactivos presentes 
en el ajo, tales como el ajoeno y la alicina.17 La clasificación típica de los fitoconstituyentes en 
el ajo fue elaborada de forma detallada por Zhang et al.(2020)18, en el ajo se han encontrado 
más de 20 tipos diferentes de compuestos organosulfurados con una variedad de propósitos. 
Estas sustancias se clasifican como compuestos azufrados solubles en aceite y en agua, 
respectivamente y algunas de ellas tienen capacidad antimicrobiana como por ejemplo la 
aliina. 16,19 

 

1.6  Metodología para estudiar la actividad antimicrobiana. 

 

Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana son técnicas que se pueden emplear para 
descubrir fármacos, hacer estudios epidemiológicos y prever los resultados terapéuticos. Se 
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pueden emplear diversos métodos de laboratorio para evaluar o analizar la actividad 
antimicrobiana in vitro de extractos o compuestos puros. Los métodos más comunes y 
fundamentales son el método de difusión en disco (entre otros métodos de difusión) y los 
métodos de dilución en caldo o agar. 

• Métodos de difusión: 
- Método de difusión en disco de agar: se inoculan las placas de agar con un inóculo 

estandarizado del microorganismo de prueba, seguido de la colocación de discos de 
papel de filtro (de aproximadamente 6 mm de diámetro) que contienen el compuesto 
de prueba en una concentración deseada sobre la superficie del agar. Después se 
incuba la placa de Petri bajo condiciones adecuadas. El agente antimicrobiano suele 
difundirse en el agar e inhibir la germinación y el crecimiento del microorganismo de 
prueba. Finalmente, se miden los diámetros de las zonas de inhibición del crecimiento. 

- Método de gradiente antimicrobiano (etest): La técnica de gradiente antimicrobiano se 
define como la combinación de los principios de los métodos de dilución y los de 
difusión para determinar el valor de la concentración mínima inhibitoria del agente 
antimicrobiano probado en agar. Esta técnica se basa en la creación de un gradiente 
de concentración del agente probado. El Etest® (BioMérieux) es una variante 
comercializada de esta técnica. En este procedimiento, se coloca una tira impregnada 
con un gradiente de concentración creciente del agente antimicrobiano desde un 
extremo hasta el otro en la superficie del agar, previamente inoculado con el 
microorganismo de prueba. 

- Método de difusión en agar por pocillos: El método de difusión de pozos en agar se 
utiliza para evaluar la actividad antimicrobiana de plantas o extractos microbianos. 
Similar al proceso usado en el método de difusión en disco, se inocula la superficie de 
la placa de agar con la distribución del inóculo microbiano en toda la superficie del 
agar. Luego, se crea asépticamente un agujero con un diámetro de 6 a 8 mm con una 
punta estéril, y se introduce en el pozo un volumen (20-100 µL) del agente 
antimicrobiano o la solución de extracto en la concentración deseada. Después, las 
placas de agar se incuban en condiciones adecuadas según el microorganismo. El 
agente antimicrobiano se difunde en el medio de agar, deteniendo el crecimiento de 
la cepa microbiana analizada. Este ha sido el método utilizado en este estudio. 

• Métodos de dilución:  
- Dilución en caldo: El método de micro o macrodilución en caldo consiste en preparar 

diluciones en dos niveles del agente antimicrobiano, en un medio de cultivo líquido, 
dispensado en tubos de 2 mL de volumen mínimo (en el caso de la macrodilución), o 
con volúmenes más pequeños utilizando una placa de microtitulación (en el caso de 
la microdilución). Luego, se inocula cada tubo o pocillo con una muestra microbiana 
previamente diluida en el mismo medio, ajustada a una escala de McFarland de 0,5 y 
estandarizada. Una vez mezclado adecuadamente, los tubos o la placa de 
microtitulación se incuban (principalmente sin agitación) bajo condiciones idóneas 
según el microorganismo bajo prueba. La MIC es la concentración más baja del 
agente antimicrobiano que inhibe completamente el crecimiento del organismo, según 
se detecta por el ojo humano. 

- Dilución en agar: El procedimiento de dilución en agar consiste en agregar diferentes 
concentraciones del agente antimicrobiano deseado a un medio de agar (líquido) 
mediante diluciones seriadas de dos en dos, y posteriormente inocular una cantidad 
definida de microorganismos en la superficie de la placa. La concentración mínima del 
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agente antimicrobiano que inhibe completamente el crecimiento en condiciones de 
incubación apropiadas se registra como el punto final de la prueba de concentración 
inhibitoria mínima (MIC).20 
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2. OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo principal. 
 
El objetivo principal de este trabajo de investigación ha sido estudiar la capacidad 
antimicrobiana del Alium sativum en bacterias patógenas y alterantes presentes en la carne 
mediante el método de difusión en agar por pocillos.  
 

2.2 Objetivos específicos.  
 

• Establecer el volumen mínimo de extracto soluble de ajo fresco necesario para la 
inhibición de bacterias patógenas y alterantes de la carne. 

• Establecer los compuestos presentes en el ajo con capacidad inhibitoria de las 
bacterias alterantes.  

• Explorar técnicas de microscopía para observar el efecto de los compuestos 
organosulfurados sobre la pared bacteriana. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

3.1 Preparación de extractos de ajo. 
 
Se realizaron extractos acuosos de ajo (Allium sativum) fresco y negro (fermentado) que 
fueron obtenidos en dos centros comerciales, uno de Valladolid y otro de León.  Para la 
extracción se pesaron 100 g de ajo fresco o ajo negro que se trituraron con 100 mL de agua 
con ayuda de un robot de cocina (Cecotec) durante 2 min. Posteriormente, la mezcla fue 
homogeneizada por segunda ocasión con ayuda del Ultraturrax (Miccra D9) durante 2 min. 
Seguida, se ajustó el pH de la mezcla 7,4 y se centrífugo a 12 rpm durante 25 min a 4ºC. Se 
recogió el sobrenadante que se congeló a -18ºC hasta su uso. 
 
 

3.2  Cepas 
 
En este estudio se han utilizado bacterias, patógenas y alterantes que se pueden encontrar 
en la carne. Las especies de bacterias patógenas fueron: Escherichia coli (ATCC 2235), 
Cronobacter sakazakii (ATCC 29544), Listeria monocytogenes y Salmonella enteritidis 
(GUCG 981), mientras que las bacterias alterantes usadas fueron: Lactobacillus sakei, 
Leuconostoc mesenteroides (ATCC 10828), Carnobacterium divergens (ATCC 35677), 
Carnobacterium viridans y Brochothrix thermosphacta (aislada de carne de pollo). Todas las 
bacterias fueron cedidas por la colección de cepas de la Dra. María de Rosario García-
Armesto del Departamento de Higiene y Tecnología de los Alimentos de la Universidad de 
León, con excepción de C. sakazakii que forma parte de la colección de bacterias del Área 
de Nutrición y Bromatología de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valladolid.  
 

3.3 Recuperación de cepas. 
 
10 μL de cada una de las bacterias fueron sembradas en 1 ml de medio de cultivo TSB (casa 
comercial Merck, Darmstadt, Alemania) con extracto de levadura 0,5% p/v (casa comercial 
Laboratorios Conda, Madrid, España). Posteriormente, las bacterias fueron incubadas en 
condiciones óptimas de crecimiento, Escherichia coli, Cronobacter sakazakii, Salmonella 
enteritidis y Lactobacillus sakei a37ºC durante 24 horas. Listeria monocytogenes, 
Leuconostoc mesenteroides, Carnobacterium divergens, Carnobacterium viridans y 
Brochothrix thermosphacta fueron incubadas a 30ºC durante 24 horas. Para determinar la 
concentración bacteriana en un cultivo de 24 horas, se sembraron a través del método de 
recuento en gota 20 μL de diluciones seriadas apropiadas en agua de peptona (casa 
comercial VWR international, Lovaina, Bélgica).  
 
 
 
 

3.4 Ensayo de inhibición bacteriana método de difusión en agar por pocillos. 
 
El ensayo de inhibición bacteriana se llevó a cabo según Parente y Hill (1992)21 con algunos 
que se describen brevemente a continuación. 200 μL de un cultivo de 24 horas de cada una 
de las bacterias antes mencionadas con excepción B. thermosphacta - que fue necesario 
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realizar dos pases de 24 horas debido al bajo crecimiento que presentó a 24 horas de 
incubación-, fueron inoculados en 20 ml de medio de cultivo a 55ºC ± 2ºC. El medio de cultivo 
utilizado para las bacterias patógenas fue TSA (casa comercial Merck, Darmstad, Alemania) 
y para las bacterias alterantes MRS agar (casa comercial LabKem, Barcelona, España). Una 
vez inoculado el medio cultivo se agitó y se depositó en una placa petri hasta que se solidificó 
(aproximadamente 15 minutos). Posteriormente, realizaron pocillos de 0,5 mm de diámetro 
con la ayuda de una pipeta Pasteur estéril. 15 μL de soft agar TSB con 1% de agar 
bacteriológico (casa comercial ThermoFisher, Kandel, Alemania) fueron depositados en el 
fondo de cada uno de los pocillos. Una vez depositado el agar se esperó hasta que esté se 
solidificó. A continuación, se agregaron 50 μL de extracto soluble de ajo fresco o de ajo negro 
en cada pocillo. Las placas petri con los pocillos y los extractos de ajo fueron mantenidas a 
temperatura ambiente durante 10 minutos para facilitar la difusión del extracto de ajo desde 
los pocillos al agar.  Finalmente, los cultivos fueron incubados en condiciones de crecimiento 
óptimas antes mencionadas durante 24 horas. Tras 24 de incubación se midieron los 
diámetros (Ø) de inhibición de cada pocillo y se anotaron los resultados. 
 

3.5 Volumen mínimo inhibitoria. 
 
El volumen mínimo inhibitoria en cada una de las bacterias se llevó a cabo según lo descrito 
por Ryan et al. (1996)22, con algunas modificaciones que se describen a continuación y 
además usando las condiciones descritas en el apartado “2.3 Ensayo de inhibición bacteriana 
well-diffusion agar”. En cada uno de los pocillos se añadió 50 μL, 25 μL, 20 μL, 15 μL, 10 μL 
y 5 μL de extracto soluble de ajo fresco. A continuación, las placas se mantuvieron 10 minutos 
a temperatura ambiente y se incubaron a las condiciones óptimas de cada una de las 
bacterias y según los descrito en los párrafos anteriores durante 24 horas. Pasado este 
tiempo se midió el Ø de inhibición de cada uno los pocillos. Este experimento se realizó 3 
veces en tres días distintos. 
 

3.6  Tinción de bacterias vivas y muertas. 
 
El estudio de la presencia de bacterias vivas y muertas se llevó a cabo a través de dos 
procedimientos descritos por (Zotta et al., 2011; Yi et al., 2022)23,24, con algunas 
modificaciones descritas en cada uno de los procedimientos.  La tinción se realizó según lo 
indicado en el kit de viabilidad de bacterias Live/DeadR BacLight TM (ThermoFisher) 
 

3.6.1 Tinción de bacterias vivas y muertas en portaobjetos.  
10 μL de un cultivo de 24 horas de Listeria monocytogenes fue inoculada en 1 ml de TSB en 
cuatro tubos microcentrífuga, en uno de los tubos se añadió 40 μL de extracto soluble de ajo 
fresco. Las bacterias fueron introducidas en una estufa a 30ºC durante 24 horas. 
Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 12.000 r.p.m. durante 5 minutos y seguidamente 
se retiró el sobrenadante, evitando no llevarse parte del residuo bacteriano. Después se 
añadió 987 μL de NaCl (Panreac, Barcelona, España) 0,85%, excepto en uno de los tres 
tubos sin ajo, en el cual se añadió la misma cantidad de isopropanol (esta muestra es la de 
bacterias muertas). Se agitaron durante 1 min y se esperó 30 min, agitando cada 15 min. El 
proceso de lavado se repitió una vez más pero no tuvo tiempo de espera, finalmente se retiró 
el sobrenadante, se añadieron 987 μL de NaCl 0’85% y a partir de esta solución se llevó a 
cabo el proceso de tinción.  



   
 

10 
 

Las muestras se tiñeron de la siguiente forma; a los 987 μL de NaCl 0’85% que contenía 
Listeria monocytogenes y 40 μL el extracto soluble de ajo fresco se añadió 1,5 μL de Syto-9 
y 1,5 μL de yoduro de propidio (PI). Así mismo se realizaron tres controles, sin ajo; a) control 
de bacterias vivas fue teñida solamente con 1,5 μL Syto-9, b) un control con bacterias muertas 
(las tratadas con isopropanol) que fueron teñidas solo con 1,5 μL de IP y c) un control con los 
dos colorantes y con la misma cantidad. Una vez teñidas todas las muestras se esperó 15 
min en oscuridad. Finalmente, en un portaobjetos lavado previamente con etanol al 70% se 
depositaron 3 μL de agar 0’3% y en su superficie se agregaron 3 μL de cada una de las 
muestras y controles ya teñidos.  
 
 

3.6.2 Tinción de bacterias viva/muertas en placa. 
 
50 μL de un cultivo de 24 horas de Listeria monocytogenes fueron inoculados en 2 ml de TSB 
en cuatro placas Corning TM con un diámetro de 35 mm. A la muestra se problema se agregó 
200 μL de extracto soluble de ajo fresco. Los controles de bacterias vivas, muertas no fueron 
tratadas con ajo. Las placas fueron incubadas a 30ºC durante 24 horas. Pasadas las 24 horas 
se retiró el TSB y a continuación se llevó a cabo el proceso de tinción siguiendo las 
instrucciones del fabricante y con algunas modificaciones que se describen a continuación, 
agregaron 2 mL de NaCl 0,85%, excepto a la muestra control de bacterias muertas, a la cual 
se agregó 2 mL de propanol y se mantuvieron durante 30 min, agitándose cada 15 min. 
Seguidamente, se retiró el sobrenadante, se agregó 987 μL de NaCl 0’85% (propanol en el 
caso de la muestra de bacterias muertas) y se agito. Este proceso se llevó a cabo dos veces. 
El proceso de tinción fue similar al descrito en el apartado 2.5.1 a excepción de que en este 
procedimiento se retiró el sobrenadante. 
 
 

3.7 Adquisición de las imágenes a través de microscopio. 
 
Las imágenes fueron adquiridas en un microscopio NIKON TI2 Eclipse con un objetivo S 
PLAN FLUOR ELWD 40x.  Para SYTO-9 se empleó el cubo filtros de FITC y para PI el cubo 
filtros de TRITC. 

 
3.8 Análisis de compuestos azufrados por cromatografía de gases-masas 

acoplado a un lector de masas.  
 

3.8.1 Extracción de las muestras. 
 
1 ml de éter dietílico (casa comercial Scharlab, Barcelona, España) fue agregado a 1 ml de 
extracto soluble de ajo fresco y a otro de ajo negro, a continuación, esta mezcla fue agitada 
y posteriormente centrifugada a 5.000 r.p.m durante 10 min. Después de ser centrifugadas, 
se retiró la fase orgánica, con una pipeta Pasteur y se agregó sulfato de sodio anhidro. Estas 
muestras fueron agitadas y analizadas por cromatografía de gases-masas. 
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3.8.2 Condiciones cromatográficas para el análisis de los extractos de ajo  
 

El análisis de los extractos acuosos de ajo fresco fue realizado en el LTI de la Universidad de 
Valladolid. Se utilizó un Cromatógrafo de gases 7890N (Agilent Technologies) El detector de 
ionización se trabajó en las siguientes condiciones 70 ev/250 V y las del detector de masas 
(MS) trabajo en modo full Scan (40-500 m/z) la temperatura de la llama fue de 230°C y del 
MS Quad a 150°C. Se utilizó una columna de 30 m x 250 μm x 0.25 μm (Agilent 19091S-433), 
con un flujo de 1 mL/min, además, se utilizó gas helio como transportador. La columna se 
mantuvo en un horno en las siguientes condiciones; 40 °C, se mantuvo 2 min; 5 °C/min hasta 
300 °C; y se mantuvo otros 5 min. El tiempo total del análisis fue de 60 min. La cantidad de 
muestra inyecta fue 11µL en modo Split y la temperatura del inyector fue 250 ºC. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
4.1 Actividad antimicrobiana  
 
Tabla 1. Inhibición de diversos patógenos mediante extracto soluble de dos tipos negro y 
fresco.   
 

BACTERIA E 1 
(cm) 

E 2 
(cm) 

E3 E4 

Escherichia coli   1,8±0,1 * 1,6±0,1 * - - 

Cronobacter sakazakii 1,7±0,1  1,6±0,1  - - 
Listeria monocytogenes  2,2±0,1 1,9±0,1  - - 
Salmonella enteritidis  1,8±0,1 * 1,5±0,1 * - - 
Lactobacillus sakei  2,0±0,1  1,8 ±0,1  - - 
Leuconostoc mesenteroides  2,0±0,1  1,5±0,1  - - 
Carnobacterium divergens 1,9±0,2  1,8±0,1  - - 
Carnobacterium viridans 2,1±0,2 1,8±0,1  - - 
Brochothrix thermosphacta 1,9±0,1 1,8±0,1 - - 

 

E1, E2, Experimentos realizados en extractos acuosos de ajo fresco; E3, E4, Experimentos realizados en 
extractos acuosos de ajo negro; * inhibición parcial; - no presenta inhibición; Los valores mostrados es 
la media de los diámetros de inhibición de tres repeticiones en dos días diferentes. 
 
En la Tabla 1, se muestran los resultados de inhibición de algunas bacterias patógenas y 
alterantes presentes en la carne. El extacto de ajo fresco en agua a pH 7,5 fue el que mostró 
actividad antimicrobiana en todas las bacterias ensayadas en este estudio. Sin embargo, el 
extracto de ajo negro no mostro inhibición. En la Figura 1, podemos observar la actividad 
antimicrobiana o las zonas de inhibición de los extractos solubles de ajo fresco y negro para 
B. thermosphacta y L. monocytogenes. Los pocillos que contenían el extracto de ajo negro 
no mostraron zonas transparentes y por lo tanto no hay signos de que inhiban el crecimiento 
bacteriano. 
Dos bacterias patógenas entéricas como Escherichia coli y Salmonella presentaron inhibición 
parcial y un diámetro de inhibición de 1.8 cm. Esta inhibición se caracteriza por presentar 
crecimiento bacteriano dentro del halo de inhibición. Es decir, algunas serovariedades de 
bacterias pueden crecer en la zona que difundió/permeo el extracto de ajo.25 Estos resultados 
fueron distintos a los encontrados por Curtis et al., (2004) 26, quiénes observaron una 
inhibición total de 2.2 cm para E. coli a partir de extracto de ajo. Estas diferencias pueden ser 
debidas a que en este trabajo de investigación se realizó una extracción con agua (dilución 
1:1 p/v) y en el estudio anteriormente citado se recogió el zumo del ajo blanco, es decir sin 
dilución. Así mismo, aunque Cronobacter sakazakii es una enterobacteria, este 
microorganismo se inhibió totalmente con el extracto de ajo. La sensibilidad de Cronobacter 
sakazakii ha sido estudiada por Smith et al. (1999) 27, quiénes observaron que solamente el 
2% de las cepas de este microorganismo mostró resistencia a extracto de ajo. Sin embargo, 
estos autores no indican el nivel de inhibición de la mencionada bacteria. Respecto a L. 
monocytogenes, uno de los principales patógenos presentes en alimentos de origen animal, 
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presentó una inhibición total de aproximadamente 2.0 cm de diámetro. Este microorganismo 
patógeno, es Gram positivo y psicrófilo, que puede crecer a temperaturas de refrigeración (2-
8ºC). Además, es un microorganismo asociado a brotes alimentarios de alimentos listos para 
su consumo 27,28. Singh et al. (2001)29 estudiaron la inhibición del extracto de ajo sobre Listeria 
monocytogenes encontrando que la mayoría de las especies de este microorganismo se 
inhibió con el extracto de ajo, excepto una cepa aislada de alimentos, así mismo, estos 
autores observaron que la actividad antimicrobiana del extracto de ajo depende de la 
temperatura, mostrando mayor inhibición a 4ºC. Debido a la importancia de este 
microorganismo en la seguridad alimentaria algunos autores han utilizado el extracto de ajo 
en combinación con otros microorganismos para incrementar el efecto antimicrobiano del ajo, 
por ejemplo, el uso del 1% de extracto de ajo en combinación con L. reuteri mostro una 
reducción de 1,5 ufc/mL de Listeria monocytogenes en carne molida (Khalili et al. 2019)30,31. 
Respecto a los microorganismos alterantes, bacterias importantes porque causan alteración 
en la carne y los productos cárnicos, podemos observar que el extracto de ajo blanco inhibió 
su crecimiento (ver Tabla 1). En este trabajo de investigación se han estudiado diversos 
microorganismos alterantes, bacterias ácido-lácticas (LAB) como L. sakei, L. mesenteroides, 
Carnobacterium viridans y Carnobacterium divergens. que producen colores y sabores 
anómalos en los productos cárnicos y Brochothrix  thermosphacta. Las LAB son reconocidas 
como uno de los principales grupos de bacterias que alteran la carne, pudiendo alcanzar 
concentraciones de 7-8 Log ufc/g en tres semanas de almacenamiento a 4ºC generando 
aromas anómalos y mucosidad en la superficie de este alimento (Doulgeraki et al., 2012)32. 
Así mismo, Nieto et al. (2020)33 observan que las LAB son capaces de crecer y alterar la carne 
de pollo conservada a 4ºC y envasada al vacío. Aunque existen estudios sobre la actividad 
antimicrobiana de extractos de ajo, lúpulo o aceites esenciales en LAB, (Barcenilla et al.31, 
2021 Nieto et al., 2020.) no se han encontrado estudios específicos sobre estas bacterias 
alterantes de la carne con extracto de ajo. 
Así mismo, el ajo blanco mostró una inhibición total frente a Brochothrix  thermosphacta, este 
microorganismos es considerado como uno de los alterantes más importantes en la carne 
durante su almacenamiento a 4ºC debido a que es necesaria solamente una concentración 4 
y 5 Log ufc/cm2 para que se formen olores desagradables (mantequilla, queso, y agrio) en la 
carne (Nieto et al, 2021).  Evitar el crecimiento de este microorganismo permitirá alarga la 
vida útil de la carne 
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Figura 2. Zonas de inhibición de extractos solubles (pH 7,5) de ajo fresco (1) y negro (2) 
sobre Brochothrix thermosphacta  por el método agar difusión en MRSa durante 24 horas a 
30 ºC. Actividad antimicrobiana de extractos solubles del ajo fresco (3) y ajo negro (4) sobre 
Listeria monocytogenes por el método agar difusión, sembradas en TSA durante 24 horas a 
30ºC. 
 

4.2  Compuestos organosulfurados con acción antimicrobiana 
 
En la Tabla 2, se recogen los compuestos responsables de la actividad antimicrobiana 
presentes en los extractos de ajo blanco y negro obtenidos por cromatografía de gases 
acoplado a un lector de masas. Los principales compuestos antimicrobianos presentes en los 
extractos acuosos de ajo blanco fueron compuestos azufrados derivados de la hidrólisis de 
la aliina que mediante la enzima alinasa que forma la alicina, uno de los compuestos azufrado 
más importantes presentes en el ajo.  A partir de este compuesto se forman otros azufrados 
que han mostrado actividad antimicrobiana, por ejemplo, dialil trisulfuro y compuesto 
organosulfurados 3-vinil-1,2-dithiacyclohex-4-ene, entre otros (ver Tabla 2). Además, en la  
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Figura 3 podemos observar los cromatogramas obtenidos de los dos extractos solubles de 
ajo blanco y ajo negro. En los cromatogramas se recogen algunos de los compuestos que 
han mostrado actividad antimicrobiana según diversos autores (19). Diversos autores 
mencionan que la alicina es el principal compuesto azufrado antimicrobiano del ajo fresco 
(Curtis et al., 2004; Chukwuebuka Okoro et al., 2023) (26)(19). Sin embargo, en este estudio 
este compuesto no ha sido encontrado o identificado en los extractos acuosos del ajo fresco. 
Similares resultados obtuvieron Chen et al. (2018) (24) quiénes identifican al 3-Vinil-1,2-
dithiacyclohex-4-ene y al Vinil-1,2-dithiacyclohex-4-ene como los compuestos 
oragnosulfurados más importantes en el ajo, responsables de la inhibición microbiana. Así 
mismo, Keles et al. (2014)34, encuentra otro compuesto organosulfurado el 2-Vinil-4H-1,3-
ditiina en cantidades variables en diferentes tipos de ajo fresco. En este trabajo de 
investigación se han identificado dos de los tres compuestos antes mencionados el 3-Vinil-
1,2-dithiaciclohexeno-4-eno y el 2-Vinil-4H-1,3-ditiina, éste último compuesto estuvo presente 
en una proporción 10 veces mayor que el primero. Finalmente, el dialil trisulfuro estuvo 
también presente en altas concentraciones en este estudio. Este es capaz de dañar los 
fosfolípidos presentes en la pared bacteriana, lo que le confiere su actividad antimicrobiana19. 
La actividad antimicrobiana de los compuestos organosulfurados ha sido atribuida a la 
alteración de la membrana celular (Chen et al., 2018), estos autores observan una salida de 
proteínas del interior de la pared celular. Los resultados de este estudio, aunque son 
preeliminares, indican la inhibición de los extractos de ajo fresco en las bacterias es causado 
por la mezcla de diversos compuestos azufrados derivados de la alicina, así mismo parece 
ser que la proporción de estos compuestos es dependiente del tipo de la variedad de ajo 
fresco que se use en los estudios de inhibición. En este estudio se usaron diferentes 
variedades de ajo, aunque se decidió revisar dos tipos y observamos que la inhibición fue 
ligeramente distinta según el tipo de variedad (datos no mostrados en Tablas y Figuras). 
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Tabla 2. Principales compuestos con actividad antimicrobiana presentes en extractos 
solubles de dos tipos de ajo expresada en unidades de pico de área* 

Tiempo de retención 
(min) 

Compuesto Tipos de ajo 

  Ajo blanco Ajo negro 

8,38 Dialil sulfuro (DAS) 0,1Xx06 - 

15,09 Dialil disulfuro (DADs) 3,2X106 - 

15,21 Clindamicina 2,2X106 - 

16,86 Trisulfuro de metil alilo 1,9 X106 - 

18,30 3-Vinil-1,2-dithiol ciclohex-5-
eno 

0,08 x106 - 

19,02 2-Vinil-4H-1, 2-ditiina 1,8 x106 . 

21,87 2-Amino-4-hidroxi-
aminopirimidina 

0,4X106 
 

- 

24,44 Dialil Trisulfuro (DATs) 1,5 X106 - 

* Unidades de área expresada x 106 ; - sin actividad antimicrobina. & Chen et al., 2018. 
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Figura 3. Cromatogramas de los compuestos solubles, en éter dietílico, obtenidos a partir de 
los extractos de acuosos del ajo fresco (A) y ajo negro (B) a través de Cromatografía de Gases 
acoplado a un lector de espectro de masas. 1, dialil sulfuro; 2, dialil disulfuro; 3, Trisulfuro de 
metil alilo; 4, 3-vinil-1,2-dithiaciclohexeno-5-eno; 5, 2-vinil-4H-1,3-ditiina; 6, 2-Amino-4-hidroxi-
aminopirimidina; 7, dialil trisulfuro 
 
Encontramos diferentes compuestos (dialil sulfuro, dialil disulfuro, alil metil trisulfuro, 3-vinil-
1,2-dithiaciclohexeno-5-eno, 2-vinil-4H-1,3-ditiina, 2-amino-4-hidroxi-aminopirimidina y dialil 
trisulfuro) en los extractos solubles de ajo empleados en los ensayos de este estudio mediante 
una cromatografía de gases masas. Estos compuestos azufrados poseen acción 
antimicrobiana. Sin embargo, estos solo se encuentran en el extracto de ajo fresco, al analizar 
el ajo negro no se ha encontrado ninguno de estos compuestos azufrados antimicrobianos. 
Esto podría explicar el motivo por el que el extracto de ajo fresco presenta inhibición 
bacteriana mientras que el extracto de ajo negro no. Entre los compuestos podemos destacar 
la alta concentración de dialil Trisulfuro que es capaz de dañar los fosfolípidos encontrados 
en la pared bacteriana18.
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4.3 Volumen mínimo inhibitorio. 
 
Tabla 3. Inhibición (diámetro de los halos de inhibición) obtenida por volúmenes decrecientes de un extracto acuoso de ajo fresco sobre una 
selección de bacterias patógenas y alterantes 

 

BACTERIA 50 μL 
 

25 μL 20 μL 15 μL 10 μL 5 μL 

 Diámetro de inhibición expresado en cm 

Cronobacter sakazakii 2,1±0,1  1,8±0,1 1,6±0,1 1,5±0,1 1,2±0,0 1,0±0,1 

Listeria monocytogenes 2,0±0,1 1,7±0,1   1,6±0,1 *   1,4±0,1 *   1,2± 0,1     0,9±0,1 * 

Salmonella enteritidis    1,8±0,1 *    1,5±0,1 * 1,3±0,1   1,1±0,0 *   1,0±0,1 * - 

Lactobacillus sakei  1,8±0,0  1.4±0,1 1,2±0,1 1,0±0,1 - - 

Leuconostoc carnosum 1,9±0,1    1,5±0,1 *   1,4±0,0 *   1,2±0,1 *   1,1±0,1 *    0,9±0,0 * 

Carnobacterium divergens 2,4±0,1 2,0±0,0 1,8±0,1 1,8±0,1 1,5±0,1 - 
Carnobacterium viridans 2,0±0,1 1,5±0,1 1,3±0,0 1,1±0,0 1,0±0,0 - 

Brochothrix thermosphacta 2,1± 0,2  1,7±0,1 1,5±0,1 1,1±0,1    0,8±0,0 * - 
 

Experimentos realizados con diferentes concentraciones de extracto acuoso de ajo fresco; * inhibición parcial; - no presenta inhibición; Los valores 
mostrados es la media de los diámetros de inhibición de dos repeticiones. 
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Figura 4. Curva de regresión del diámetro de la zona de inhibición frente a distintos 
volúmenes (µL) de extracto de ajo fresco. a) Curva de regresión de L. monocytogenes;  b) 
Curva de regresión de B. termosphacta 
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Figura 5: Inhibición de Listeria monocytogenes usando el método pocillos y difusion en agar 
(TSA 30ºC durante 24 horas) con diferentes volúmenes (50 μL, 25 μL, 20 μL, 15 μL, 10 μL, 
y 5 μL) de extracto acuoso de ajo fresco.  
1: Inhibición parcial; 2: Inhibición total. 
 
En la Tabla 3 se puede observar los diámetros de inhibición con diferentes volúmenes de 
extracto soluble de ajo fresco en bacterias patógenas y alterantes presentes en la carne. Así 
mismo, en la Figura 5 podemos observar que la inhibición se ajustó al recta de regresión 
lineal, especialmente en el caso de L. monocytógenes (Figura 4a) y en menor medida para 
B. thermosphacta. Es decir, la cantidad de extracto ajo fresco es directamente proporcional 
al tamaño del halo de inhibición. Mas aún los resultado muestran que la resistencia a los 
extractos de ajo es dependiente de la especie bacteriana, por ejemplo C. sakazakii, L. 
monocytogenes y L. carnosum mostraron mayor sensibilidad a estos extactos debido a que 
presentan inhibición hasta con 5 μL de extracto soluble de ajo fresco, mientras que 
Lactobacillus sakei mostró mayor resistencia ya que se requiere como mínimo 15 μL para 
obtener un diámetro de inhibición de 1cm.  
En la Figura 5 se puede observar la inhibición de L. monocytogenes con distintos volúmenes 
de extracto de ajo fresco. A medida que disminuyó el volumen de extacto de ajo fresco se 
observó una inhibición parcial de L. monocytogenes, es decir a partir de 20 μL de extracto 
soluble de ajo fresco se observó crecimiento dentro del halo/ diámetro de inhibición. Este 
hecho puede ser debido a que la inhibición de L. monocytogenes es llevada a cabo por más 
de uno de los compuestos presentes en el extracto acuoso del ajo fresco, aunque no podemos 
indicar cuales son, parece ser que estos compuestos muestran una sinergia en la inhibición 
de este microorganismo. Además, Singh et al. (2001), observan que la concentración mínima 
inhibitoria de L. monocytogenes se incrementa con la temperatura y atribuye este aumento a 
la baja a la estabilidad que presentan algunos compuestos del extracto acuoso del ajo fresco 
a 4ºC. Brochothrix thermosphacta es inhibida totalmente hasta llegar de 10 μL de extracto de 
ajo fresco donde esta inhibición se vuelve parcial. Posiblemente, uno de los compuestos que 
presenta sinergia en la inhibición de estos microorganismos se encuentre a bajas 
concentraciones en el extracto acuoso de ajo fresco. Este compuesto podría ser el 3-vinyl-
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1,2-dithiacyclohex-5-ene que esta presente en el ajo fresco 0,8 x 106 unidades de área y que 
de acuerdo con Chen et al. (2018) es uno del compuesto organosulfurados más importantes 
inhiben a las bacterias   
  
 

4.4 Efecto de los compuestos organosulfurados en la pared bacteriana. 
 

 
Figura 6: Listeria monocytogenes con diferentes tratamientos vista en un microscopio NIKON 
TI2 Eclipse (objetivo 40X); 6.1; Cutivo de 24 horas de incubación teñido con SYTO-9 
(bacterias vivas); 6.2; Cutivo de 24 horas de incubación teñido con IP (bacterias muertas-
tratadas con isopropanol);  6.3 y 6.5;  Listeria monocytogenes tras 24 horas incubación teñida 
con SYTO-9 e IP; 6.4 y 6.6; Listeria monocytogenes tratadas con 200 μL de extracto de ajo 
fresco tras 24 horas de incubación. Para SYTO-9 se empleó el filtro de FITC y para PI el filtro 
de TRITC 
 
En la Figura 6 se recogen las imágenes obtenidas con un microscopio NIKON TI2 Eclipse y 
un objetivo de 40X de Listeria monocytogenes cultivada con y sin extracto de ajo fresco. En 
la Figura 6.1 se muestra el  control de una población de bacteria vivas, crecidas en TSB a 
30ºC durante 24 horas de incubación y teñida con SYTO-9. En la Figura 6.2 se puede 
observar el control de una población de bacterias muertas, tratadas con isopropanol y teñidas 
con yoduro de propidio. En las Figuras 6.3 y 6.5, se muestran una población L. 
monocytogenes después de 24 horas de incubación, teñida con los dos fluorocromos SYTO-
9 y yoduro de propidio.iFnalmente, en las Figuras 6.4 y 6.6,   podemos observar las imágenes 
de un cultivo de L. monocytogenes con 200 μL de extracto soluble de ajo fresco y teñido con 
los fluorocromos SYTO-9 y yoduro de propidio. En estas figuras,  se evidencia el efecto del  
extracto de ajo fresco sobre la inibichión de L. monocytogenes en un cultivo de 24h de 
incubación con extracto de ajo fresco por la presencia de bacterias muertas que emiten 
fluorescencia a partir de yoduro de propio usando el canal FITC (6.6).  En la Figura 6.4 
encontramos dos tipos de poblaciones, una población reducida que emiten fluorescencia 
verde debido a la prescencia de SYTO-9  y otra población, mayoritaría que evidencia la 



   
 

22 
 

presencia de los dos flourocromos; yoduro de propidio y SYTO-9, en el interior de la célula. 
Esto se pone de manifiesto al superponer ambas señales, con la presencia en la imagen de 
bacterias en color amarillo.  
En este estudio se usaron dos fluorocromos; yoduro de propidio, que estudia la viabilidad de 
las bacterias ya que este fluorocromo entra en células muertas que tienen una membrana 
debilitada, con presencia de poros, pero no es capaz de penetrar en las bacterias vivas, y el 
fluorocromo SYTO-9, el cual se interna fácilmente en las células vivas, presenta una alta 
afinidad y tiñe los ácidos nucleicos emitiendo una señal de flourescencia verde. De acuerdo 
con Chen et al. (2018), los compuestos organosulfurados presentes en el ajo producen 
cambios en la membrana celular de las bacterias provocando rupturas de la pared celular, 
esto explicaría la color verde-amarillento que presenta L. monocytogenes cuando fue crecida 
con 200 μL extracto soluble de ajo fresco evidenciando el poder antibacteriano del ajo.   
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5. CONCLUSIONES 
 
El extracto acuoso del ajo fresco presenta actividad antimicrobiana sobre los principales 
microorganismos alterantes de la carne; L. sakei, L. mesenteroides, C. divergens, C. viridans 
y B. thermosphacta. También se confirma el efecto inhibitorio del ajo sobre las bacterias 
patógenas: E. coli, C. sakazakii, L. monocytogenes y Salmonella enteritidis. Se determinó que 
el volumen mínimo de extracto soluble de ajo fresco necesario para la inhibición de bacterias 
patógenas y alterantes de la carne es de 10 μL en el caso de Salmonella enteritidis, C. 
divergens, C. viridans y B. thermosphacta, 15 μL para L. sakei y 5 μL cuando se trata de C. 
sakazakii, L. monocytogenes y L. carnosum.  

El análisis de la cromatografía de gases revela 3 compuestos como los responsables de la 
actividad antimicrobiana del ajo fresco; 3-vinil-1,2-dithiaciclohexeno-4-eno y el 2-vinil-4H-1,3-
ditiina y dialil trisulfuro. En este estudio la concentración del segundo compuesto mencionado, 
debido a su baja concentración, pudo provocar la inhibición parcial que presentaron L. 
carnosum y L. monocytogenes, que se evidenció al utilizar volúmenes más pequeños de 
extracto de ajo blanco. 

Finalmente, las imágenes de microscopía revelan que estos compuestos provocan ruptura de 
la pared bacteriana permitiendo la entrada de los fluorocromos de ioduro de propidio y Syto-
9, ya que las bacterias tratadas con ajo fresco emitieron una fluorescencia verde-amarillenta 
usando el cubo de filtro de fluorescencia FITC. Sin embargo, se requiere un estudio más 
profundo para establecer una metodología adecuada para estudiar los cambios en la pared 
bacteriana. 
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