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RESUMEN

El presente articulo cientifico describe el proceso que conlleva la identificacion de los compuestos bioactivos presentes
en tres variedades del género Allium sp. (cebolla roja, cebolla, blanca y cebolleta) producidas en Andalucia-Espafia.
Para su estudio se utilizo la técnica analitica de cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a espectrometria de
masas/masas con analizador de cuadruplo-tiempo de vuelo (HPLC-ESI-TOF). El analizador de masas TOF ofrece una
elevada exactitud de los valores de masas y la distribucion isotopica tanto de los espectros de masas como de los de MS/
MS permitiendo asi la identificacion de un gran nimero de compuestos. Los perfiles cromatograficos obtenidos para
la cebolla roja, cebolla blanca y cebolleta respectivamente, fueron muy similares desde un punto de vista cualitativo,
pero hubo compuestos que solo fueron hallados en una sola variedad, como por ejemplo tanshinone y curculigosidos
en cebolla roja, alliospiroside D en cebolla blanca, de otro modo no se observo la presencia de acido siringico, taxifolin
glucosido, dietilflavona-5,7-dioxiacetato y diglucosidos de isorhamnetin, en el perfil de cebolla blanca. Este tipo de
estudios resulta muy importante, pues permite conocer la composicion de metabolitos secundarios de los alimentos
para su aprovechamiento en la industria alimentaria, pues muchos de ellos refieren bioactividad en beneficio de la salud.

Palabras claves: Identificacion, Allium sp. técnica acoplada.

ABSTRACT

This scientific article describes the process that entails the identification of bioactive compounds present in three
varieties of the genus A/lium sp. (red onion, onion, white, and spring onion.) produced in Andalusia-Spain. For its
study, the analytical technique of high-resolution liquid chromatography coupled to mass/mass spectrometry with a
quadruple-time-of-flight analyzer (HPLC-ESI-TOF) was used. The TOF mass analyzer offers high accuracy of mass
values and isotopic distribution of both mass spectra and MS/MS, thus allowing the identification of a large number
of compounds. The chromatographic profiles obtained for red onion, white onion, and chives, respectively, were very
similar from a qualitative point of view, but there were compounds that were only found in a single variety, such as
tanshinone and curculigosides in red onion, alliospiroside D in white onion, otherwise the presence of syringic acid,
taxifolin glucoside, diethyl flavone-5,7-diacetate, and isorhamnetin diglucosides was not observed in the profile of
white onion. This type of study is very important, as it allows us to know the composition of secondary metabolites in
foods for their use in the food industry, since many of them refer to bioactivity for the benefit of health.

Keywords: Identification, Allium sp. coupled technique.
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INTRODUCCION

El género Allium pertenece a la familia de las
Amaryllidaceae [1]; que comprende aproximadamente
unas 800 especies [2], de las que destacan las especies
ornamentales y comestibles. Este género estd formado
por la cebolla, ajo, puerros, chalotes, cebolletas y
cebollines.

De todos estos cultivos, en este capitulo se han
caracterizado tres variedades de Allium sp. como son la
cebolla roja (Allium cepa ) y blanca (Allium cepa L.)
y la cebolleta (Allium fistulosum L.). Las mismas se
han elegido por su amplia demanda y ser producidas
en algunas zonas de Andalucia. A continuacion, se
procederan a realizar unas consideraciones acerca
de la produccion de estas variedades, las actividades
funcionales que se les han asignado y las herramientas
que han sido empleadas en la caracterizacion de sus
componentes bioactivos.

Generalidades de la cebolla.

La cebolla es un vegetal intimamente relacionado con el
ajo; morfologicamente es una planta bulbosa, herbacea,
con tallos huecos y hojas cilindricas algo carnosas. Se
comercializa en forma de bulbo, que es la parte de la
planta de mayor consumo, la cual puede ser redonda,
ovoide o aplanada, segin la variedad de cebolla. El
bulbo estd formado por varias capas concéntricas
(llamadas cascos), los cuales se hallan separados
por finas membranas muy ricas en agua. Durante su
desarrollo la tltima capa se seca para cumplir la funcion
de proteccion al resto del bulbo.

Existen muchas variedades de cebolla: roja, amarilla,
blanca y verde; cada una de ellas con sabor propio, que
va desde muy fuerte a ligeramente dulce. De todas ellas
son las variedades de cebolla roja y blanca las de mayor
cultivo.

La cebolla se consume desde hace mas de 5.000 afios [3];
sus origenes parecen indicar que procede de Asia [4].
La produccion y consumo de esta verdura ha reflejado
un crecimiento del 25% en los ultimos diez afos pues
constituye una importante fuente de compuestos
beneficiosos para la salud [5], (donde destacan la
actividad de fructanos, flavonoides y compuestos
organoazufrados) [18], considerandose un alimento
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funcional, que se consume de forma cruda, cocida, frita,
seca o tostada.

Con referencia a su cultivo, la cebolla es la especie mas
cultivada del género Allium cepa [6], la gran mayoria de
los cultivos pertenecen al “grupo de la cebolla comun”.
A nivel mundial es el cuarto cultivo horticola mas
importante con un total de 4°197.549 de toneladas segin
datos estadisticos (FAOSTAT, 2020) de la Organizacion
de las Naciones Unidas para la alimentaciéon y la
agricultura (FAO) [7].

En Espafia, es el segundo cultivo mas importante
después de los tomates. Respecto a su produccion, los
datos estadisticos de la FAO muestran que China es el
principal productor de cebolla a nivel mundial (figura
2) y en los que Espana ocupa el décimo séptimo lugar.

Figura 2. Produccion de cebolla a nivel mundial por
paises y por region.
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Fuente: Elaboracion propia

En Espana las principales comunidades productoras de
cebolla son Castilla la Mancha, Andalucia y Valencia.

Generalidades de la cebolleta.

La cebolleta es una especie del género de las cebollas.
Es una planta perenne que no forma bulbos, su forma
caracteristica es alargada y de poco grosor, sus hojas y
tallos son practicamente huecos, su sabor es mas bien
dulce y mas delicado, aunque en gusto y en olor es muy
semejante a la cebolla.
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El consumo de la cebolleta viene también de antiguo, se
opina que aparecio en Siberia y que fue introducida en
Europa a finales de la edad media.

Caracterizacion de compuestos bioactivos.

Una caracterizacion, comprende el estudio de todos
los compuestos que la matriz de estudio posee, pues
tomando en cuenta el origen biosintético, los compuestos
bioactivos son metabolitos secundarios, que se dividen
en cuatro grandes grupos: compuestos fenolicos,
terpenoides y esteroides, alcaloides o compuestos
nitrogenados y compuestos que contienen azufre o
selenio.

Figura 1. Biosintesis de Metabolitos secundarios
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Fotografia 1. Fotografia de técnica analitica acoplada
HPLC-ESI-microQTOF-MS.

Fuente: Elaboracion propia

Como bien refiere Urrialde et al, 2022, los compuestos
bioactivos (sustancias con efecto fisioldgico sobre la
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salud [8].) estan teniendo en los ultimos afios una gran
consideracion en las dietas de las poblaciones, sobre
todo en aquellas que consumen un alto contenido de
alimentos vegetales que las aportan [9].

Las técnicas acopladas permiten separar y analizar
compuestos quimicos con gran sensibilidad y
especificidad [19], pues combina la cromatografia liquida
(LC) como técnica separativa con la espectrometria de
masas (MS), como sistema de deteccion.

OBJETIVO GENERAL

Realizar y describir la caracterizacion de metabolitos
secundarios presentes en tres variedades del género
Allium sp. cultivadas en Andalucia Espafia a través de
una técnica analitica acoplada.

METODOLOGIA

Para la realizacion del estudio, se utilizd la técnica
acoplada HPLC-ESI-TOF considerada como ideal
para la caracterizacion de compuestos en matrices
vegetales, debido a que genera informacion que facilita
la identificacion de los posibles compuestos que podrian
estar presentes en la muestra. Sus datos pueden ser
completados con analisis MS/MS.

Reactivos

Como disolvente de extraccion se utilizd metanol
grado HPLC (High Purity Liquid Chromatoghaphy) de
Lab-Scan (Dublin, Irlanda) y agua Milli-Q (Millipore,
Bedford, MA, EEUU).

Como fases moviles se utilizaron acetonitrilo grado
HPLC de Lab-Scan (Gliwice, Sowinskiego, Poland) y
agua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EEUU). Para la
acidificacion de la fase movil (agua Milli Q) se utilizo
acido acético grado analisis de Fluka (Suiza).

Ambos disolventes se filtraron en un equipo de filtracion
(Supelco, Bellefonte, PA, EEUU) y se sonicaron en
un bafo ultrasonidos (Selecta Mod.513. Barcelona-
Espana).

Muestra

Para el andlisis del perfil metabolico de las tres
variedades Allium de este estudio se trabajo con tres
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muestras: cebolla roja, cebolla blanca y cebolleta.
Estas muestras fueron facilitadas por el Departamento
de Quimica Analitica de la Universidad de Almeria,
dentro del marco del proyecto “Mejora del contenido de
informacion de las tablas de composicion de alimentos”,
(contrato de investigacion con la Junta de Andalucia),
cuyo objetivo principal es la caracterizacion de los
polifenoles y otros compuestos bioactivos presentes en
las frutas y verduras de alto consumo en Andalucia.

Preparacion de los extractos

Para la preparacion de los extractos se siguieron los
pasos descritos en la siguiente figura 2.

Figura 2. Preparacion de los extractos.
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Fuente: Elaboracion propia
Condiciones HPLC

La separacion de los compuestos se realizo utilizando
un equipo de HPLC (Hich Resolution Liquid
Chromatography) 1200 Series de Agilent Technologies
(Santa Clara, CA, EEUU) dotado de una bomba binaria
G1312B y un detector array de diodos (DAD) G1315C.
Se utilizd una columna Zorbax Eclipse Plus (Agilent
Technologies) RP-C18 de 4,6x150 mm y 1,8 pm de

Revista Cientifica EMINENTE
Noviembre 2023 Volumen 7, Numero 2 37-46

poro. El volumen de inyeccion fue de 15 ul y el flujo de
0,8 mL/min.

Condiciones sistema de ionizacion

Para la ionizacion y transferencia de los compuestos,
desde el HPLC (instrumento de separacion) hasta
el espectrometro de masas, se utilizd una fuente de
ionizacion por electrospray (ESI).

Condiciones del TOF

La deteccion de las masas exactas de las moléculas se
logro utilizando un analizador en tiempo de vuelo TOF
de Bruker Daltonics con aceleracion ortogonal (Bremen,
Alemania). Las condiciones fueron: voltaje de +1960 V
en el detector y una ionizacion en modo negativo en un
rango de 50 a 1100 m/z. Para conseguir la exactitud de
masas necesaria para la identificacion de los compuestos
se utilizo calibracion externa.

Analisis de datos

Los datos de las masas exactas y los fragmentos obtenidos
por TOF se procesaron con el software Data Analysis
3.5 y su editor Generate Molecular FormulaTM (Bruker
Daltonics Bremen, Alemania), que proporciona una lista
de posibles formulas elementales mediante el uso de un
editor inteligente de férmula, el cual utiliza un algoritmo
CHNO, que proporciona funciones estandar, como
minimo/maximo elemental, configuracion electronica
y el anillo de mas dobles enlaces equivalentes, asi
como una comparacion sofisticada del tedrico con el
patron de isotopos obteniendo asi un “error” para una
mayor confianza en la féormula molecular sugerida.
La precision ampliamente aceptada para un umbral
de la confirmacion de la composicion elemental se ha
establecido en 5 ppm de error y 50 de mo con excepcion
de algunos compuestos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los cromatogramas de los extractos de las diferentes
variedades a analizar se pueden observar en la figura 3.
Como bien reporta la bibliografia, este género es una
fuente rica en metabolitos como se puede observar en
cada uno de ellos cromatogramas base.
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Figura 3. Base Peak Cromatograma (BPC) de los extractos
metanolicos de cebolla roja A, cebolla blanca B y cebolleta C.
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Fuente: Elaboracion propia

Para proceder al estudio de los perfiles obtenidos en
micro QTOF se siguieron dos estrategias que pueden
resultar complementarias:

- Buscaren los perfiles aquellos compuestos que ha sido
previamente descrito en las matrices bajo estudio.

- Obtener la féormula molecular de cada uno de los
compuestos presentes en el perfil y buscar candidatos
en las bases de datos.

A continuacion, se procedera a describir los compuestos
por familias que se observaron segun el analisis
propuesto:
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En el caso de la cebolla roja se destacan 96 picos
representativos, como se observa en la figura 4.

Figura 4. Cromatograma de los compuestos encontrados utilizando
HPLC-ESI-TOF-MS en cebolla roja (4//ium cepa).

Fuente: Elaboracion propia

En el caso de la cebolla blanca se encontrd 89 picos
representativos en el cromatograma,

Figura 5. Cromatograma de los compuestos encontrados utilizando
HPLC-ESI-TOF-MS en cebolla blanca (Allium cepa L.).

Fuente: Elaboracion propia
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Finalmente, en el cromatograma de la cebolleta se
encontr6 también 89 picos significativos.

Figura 6. Cromatograma de los compuestos encontrados utilizando
HPLC-ESI-TOF-MS en cebolleta (Allium fistulosum L.).
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Fuente: Elaboracion propia

Para la deteccion de los compuestos se eligio la ventana
analitica comprendida entre los minutos 1-54.

En esta ventana se detectaron la mayor cantidad de
compuestos, de los cuales se describiran los mas
importantes a continuacion:

e Compuestos nitrogenados
Aminoacidos y derivados

Entre el minuto 1 y 14 se identifico, de manera
tentativa, la presencia de los iones correspondientes a
los aminoacidos esenciales como isoleucina m/z 130,
tirosina m/z 180, metionina m/z 148, fenilalanina
m/z 164, triptéfano m/z 203 y valina m/z 116 [10,11].
También se encontraron los aminoacidos asparagina m/z
131, glutamina m/z 145, arginina m/z 173 en las tres
variedades; asi como también se detectd la presencia de
derivados de aminodcidos.

Entre el minuto 2 y 16 se detectaron y-glutamil péptidos,
entre los que se encontraron la y-glutamil-leucina
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dimero m/z 293, glicil-I-prolina m/z 171, l-a-glutamil-
I-triptofano m/z 332, y y-glutamil-fenilalanina m/z 293.
La presencia de los mismos fue confirmada en las tres
variedades.

e Compuestos organosulfurados

Las plantas del género Allium, en especial el ajo
y la cebolla, son fuentes muy ricas de compuestos
organosulfurados. Estos compuestos son los que
le otorgan al sabor a la especie, ademas de ser los
principales responsables de su bioactividad. En este
caso se detectdo la presencia de methiin m/z 150,
deoxiallin m/z 162, alliin m/z 176, allicin m/z 161, y
derivados como gamma-glutamil-s-allil-l-cisteina y el
dimero l-gamma-glutamil-s-allil-l-cisteina en las tres
variedades, los cuales se han encontrado en estudios
realizados por HPLC en el ajo, donde se observa que
existe una estrecha relacion entre los péptidos y los
compuestos organosulfurados

* Compuestos fenolicos polifendlicos y taninos
Acidos hidroxibenzoicos

Entre los acidos hidroxibenzoicos se pudo detectar la
presencia del acido vanilico m/z 167, protocatecuico
m/z 153 y galico m/z 169312 en las tres variedades, y la
presencia del acido siringico m/z 197 en la cebolla roja
y cebolleta.

Acidos hidroxicinamicos

Entre los acidos hidroxicinamicos se encontraron los
acidos cinamico m/z 147, sinapico m/z 223 y ferulico
m/z 193 en las tres variedades, y acido p-cumarico m/z
163 solo en la cebolleta [12].

Flavonas

Dos posibles nuevos compuestos pertenecientes
a esta familia fueron detectados con m/z 425 que
corresponderian a la dietil flavona-5,7-dioxiacetato con
tiempos de retencion de 10.34 min el cual esta presente
en las tres variedades; y 12.71 min presente en solo en
la cebolla roja y cebolleta.

Dihidroflavonoles
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Se detecto también la presencia de taxifolin glucésido
m/z 465 descrita por otros autores en cebolla roja [13]
y cebolleta, en el minuto 18.99; asi cuando se observa
el espectro de masas, se puede ver con facilidad la
presencia de la aglicona de taxifolin (m/z 303) y un
fragmento de glucosa [M-162].

Otros compuestos que también generan la misma sefial
en MS, es decir m/z 465, son los curculigosidos [14],
que se extraen de Curculigo orchioides.

Figura 7. Estructura molecular genérica de los compuestos
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Fuente: Jiang W. Fu et al (2011)

Esta sefial fue encontrada solo en la cebolla roja
generando la formula C, H, O, que corresponderia
a la de los curculigésidos A o D cuyas formulas se
recogen en la figura 4. Estos compuestos poseen efectos
anti-amiloidogénicos contra péptidos utiles contra el

Alzaimer [15].
Flavonoles

Las especies del género Allium se caracterizan por ser
una importante fuente de flavonoides particularmente
de flavonoles y dentro de ellos destaca la presencia de
quercetina y sus derivados glicosidico. Asi, la quercetina
se observa en el minuto 33.77 con un ion mayoritario
correspondiente a m/z 301, también se observa en
el espectro el dimero m/z 603 y el trimero de este
compuesto m/z 905. Estos compuestos estan presentes
en las tres variedades y concuerda con lo que refiere la
literatura al respecto.

La quercetina no solo se encuentra en forma de aglicona
sino también en forma de mono-, di- e incluso tri-
glicosidos en los tiempos de retencion de 24.40, 24.61,
27.40 y 27.40 min que tienen un m/z de 463.
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También se detectd la presencia de kaempferol m/z 285
en el minuto 37.63 en las tres variedades y su derivado
glucosado se detectd en el minuto 27; el espectro
correspondiente a este compuesto muestra la aglicona
(285) y el fragmento [MH-162] el cual se observa en las
tres variedades. El siguiente flavonol observado fue la
luteolina m/z 285 en el minuto 33.59 la cual se presenta
en las tres variedades.

e Compuestos Terpenoides
Glicosidos esteroideos

Dentro de esta familia se detectdo la presencia de
diferentes compuestos terpénicos como tanshinone
m/z 293 (C,H O,) cuyo pico se observa en el minuto
22.88, el cual se detectd solo en la cebolla roja en
este estudio. Este compuesto ha sido descrito como
un importante compuesto bioactivo, que es una
naftoquinona diterpenoide aislada a partir de la raiz de
Salvia miltiorrhiza.[16].

La deteccion de estos compuestos en este analisis
se debe a la potencialidad de la técnica analitica
utilizada en especial de HPLC. También se detectd fue
alliofuranoside A m/z 887 descrito por Kravets etal.,[17].
en Allium cepa. Este compuesto y un isémero del mismo
se observan en las tres variedades, apareciendo en los
minutos 27.67 y 27.72 respectivamente.

Asi también en el perfil obtenido se puede observar la
presencia de varios alliospirosidos, asi se observa un
pico con un m/z 753 que corresponde al alliospirosido
D C,H,,0,, que fue encontrado en Allium cepa por

Ambhad et al.

En este caso este compuesto solo se detecta en cebolla
blanca apareciendo en el perfil como dos picos que
corresponden a dos isomeros que tienen tiempos de
retencion de 32.42 y 33.24 min.

Otro isomero también descrito en cebolla fue el
alliospirosido B m/z 899, del que se observan dos picos
con tiempos de retencion 40.83 y 42.37 (minutos) y
aparece en cebolla roja y blanca. También se observo
el alliospiroside C m/z 723 (C,;H,,0,,) encontrado en
Allium cepa, se observa como dos isémeros que aparecen
con tiempos de retencion de 35.85 y 36.40 (minutos) de
los cuales el primero se observa en las tres variedades y
el segundo solo en cebolla blanca y cebolleta.
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Un ultimo alliospirésido que se detectd fue el
alliospiroside A m/z 707 con férmula C,.H, O, descrito
por Ahmad et al. el cual presenta dos picos con tiempos
de retencion de 44.52 y 44.59 (minutos) que se observan

en las tres variedades estudiadas.
CONCLUSIONES

De manera general se puede afirmar que los perfiles
cromatograficos obtenidos para la cebolla roja, cebolla
blanca y cebolleta respectivamente parecen muy
similares desde un punto de vista cualitativo; es decir,
un importante nimero de compuestos estan presente en
las tres muestras.

Dada la potencialidad de la técnica acoplada se detecto
la presencia de compuestos que solo fueron hallados
en una sola variedad, como por ejemplo tanshinone
y curculigésidos en cebolla roja, alliospiroside D en
cebolla blanca. En otros casos, algunos compuestos
estuvieron presentes en dos variedades y ausentes en
la tercera variedad. Tal es el caso de la cebolla blanca
en la que no se observa la presencia de acido siringico,
taxifolin glucosido, dietilflavona-5,7-dioxiacetato y
diglucosidos de isorhamnetin.

RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar una evaluacion de los
componentes que sean compuestos bioactivos para su
posterior cuantificacion.

Se recomienda realizar un estudio similar en Bolivia
pues las cebollas son uno de los alimentos principales
de consumo en Bolivia y como se ha observado presenta
distinto compuestos bioactivos en su composicion que
pueden ser aprovechados en la Industria alimentaria en
beneficio de la salud.
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