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RESUMEN

En la actualidad toda la poblacion busca un buen antioxidante, ya que se ha
comprobado los beneficios para revertir el envejecimiento ademas de mejorar la salud.
El ajo y cacao son buena fuente de antioxidantes, el ajo tiene antioxidante como son la
aliina, &cido sulfénico, alicina, polisulfuros, alil cisteina, vinilditinas y flavonoides, y en el
cacao tiene catequina, antioxidante que se encuentran en mayor cantidad, también
podemos encontrar otros compuestos como son polifenoles.

La técnica que se utilizd6 da una cuenta cuantitativa de los antioxidantes y mediante
gréficas se pueden identificar la capacidad antioxidante de las muestras. La técnica de
voltamperometria ciclica implica reacciones de oOxido-reduccion donde los resultados
obtenidos son picos de oxidacion dando valores de 245mV, 273.33mV, 164.7mV,
100mV, 269.2mV. Los voltajes mencionados nos confirman que el ajo y el cacao son
buenos antioxidantes y agentes reductores fuertes debido a la altura del pico siendo en
todos los casos mayores a 100uA, su capacidad antioxidante es alta. Esta técnica es
muy utilizada, quedando mucho por investigar aun los resultados que proporciona esta

técnica son exactos, ademas que es una técnica cuantitativa y econémica.

Palabras clave; ajo, cacao, antioxidante, voltamperometria ciclica, polifenoles, alicina.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

La importancia de los antioxidantes presentes en los alimentos radica en que son
capaces de preservar a los alimentos que los contienen y en el aporte in vitro de
antioxidantes esenciales. Existen un numero creciente de datos experimentales,
clinicos y epidemioldgicos que demuestran el efecto beneficioso de los antioxidantes
frente a las enfermedades degenerativas inducidas por el estrés oxidativo y las
enfermedades relacionadas con la edad (cancer y envejecimiento) por lo que se ha
generado un gran interés hacia el papel que ejercen los antioxidantes (Ldliger
J,1991).

El ser humano esta protegido del estrés oxidativo gracias a la accién de varios
antioxidantes que poseen diferentes funciones. Algunos son enzimas y proteinas y
otros son pequefias moléculas antioxidantes. Los alimentos son importantes fuentes
de tales antioxidantes, componentes y elementos traza. Ademas, se han desarrollado
una gran cantidad de antioxidantes sintéticos y algunos de ellos se han empleado en
la practica como, por ejemplo, ciertos aditivos alimentarias, suplementos y farmacos.
Los compuestos fendlicos, como la vitamina E y los flavonoides, son antioxidantes.
También se han sintetizado numerosos compuestos fendlicos: uno de los mas
populares antioxidantes sintéticos es el 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol, conocido como
BHT. Sin embargo, suele asumirse que los antioxidantes naturales son mas
potentes, eficaces y seguros que los sinteticos. Por ejemplo, el a-tocoferol es la
forma mas activas de la vitamina E y el producto natural 2R, 4’'R,8'R-a-tocoferol es
mas potente que la mezcla racémica sintética, principalmente porque la proteina de
transporte de a-tocoferol reconoce selectivamente al compuesto natural. Al ser
compuesto de origen natural también son mas favorablemente aceptados por los

consumidores que los sintéticos (Loliger J, 1991).



Una gran variedad de métodos quimicos ha sido desarrollada para determinar la
capacidad antioxidante de varios fitoquimicos, tales métodos se basan en la
capacidad de neutralizar oxidantes tales como el radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH), Cu(ll), Fe(lll) y otros REF. La voltamperometria ciclica es una técnica
electroquimica ampliamente utilizada para la evaluacion de la capacidad antioxidante
total. La principal ventaja de ésa técnica es que permite observar rapidamente el
comportamiento redox total de una muestra en una ventana de potencial amplia sin
la necesidad de medir la capacidad antioxidante de cada componente de manera
individual. También puede utilizarse para la determinacion de fenoles totales en
lugar de ensayos espectrofotométricos y realizar una amplia variedad de estudios

electroquimicos (Huang.D,2005).



1.1 OBJETIVOS

1.2 Objetivos generales
Determinar los antioxidantes de extractos de ajo y de cacao comercial mediante las

técnicas electroquimicas de voltamperometria ciclica.

1.3 Objetivos especificos
e Extraer los antioxidantes del ajoy del cacao.
e Determinar el potencial que actlan los antioxidantes del cacao y ajo.

e Determinar la capacidad antioxidante del ajo y cacao.



CAPITULO II

2 MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES DEL AJO

Su origen empieza en Asia Central en 1951 (Noroeste de la India, punjab,
Cachemira, Afganistan, etc.) y el Mediterraneo (toda la cuenca). En china se estima
gue en el aflo 2000 A.C. ya se conocia el ajo y formaba parte de la dieta diaria como
condimento y componente medicinal importante. También se sabe que en Egipto
alimentaban con ajos a los esclavos que construian las piramides, porque se
pensaba que les aportaba energia (Lopez, 2007).

Existen evidencias a favor de su origen asiatico ya que se utilizaba como remedio
curativo en la india en el siglo VI antes de Cristo, aunque la mayoria de los autores
parecen indicar que es originario del Suroeste de Siberia. En las piramides de Egipto
(2700-2100 a. C.) existen pruebas de su consumo y cultivo, aunque parece ser que
la consideraban planta impura y no la colocaban en sus tumbas. Su valor para este
pueblo era muy alto ya que era parte de su dieta basica, ya por aquel entonces se
conocian sus propiedades medicamentosas.

Existen evidencias sobre su cultivo por parte de los babilonios en el siglo VIII a C.
Los antiguos griegos denominaron a la planta de ajo como “Rosa pestosa” debido a
Su intenso aroma.

El género Allium contiene mas de 300 especies de plantas entre ellas se encuentran
el Allium sativum, que es un bulbo perteneciente a la familia liliaceae y subfamilia
Allioideae. Sus caracteristicas olorosas le permiten su denominacion con el uso del
término Allium que significa “oloroso” en latin (Greco, 2011).

Los principales paises productores son en su mayoria paises asiaticos como China,
India, Corea y Tailandia. Estos, junto a otros 12 paises, entre los cuales se
encuentran Espafia, Estados Unidos, Brasil, Argentina, Chile y Pera, concentran el

90% de superficie cultivada a nivel mundial (Greco, 2011).



2.2 Propiedades del ajo

Diversas especies del género Allium, al que pertenece el ajo, han sido cultivadas
durante miles de afio por sus propiedades terapéuticas, higiénicas, su significado
religioso, su sabor y aroma. Esta hortaliza es condimento natural por excelencia y
forma parte de los habitos alimentarios y terapéuticos de muchas culturas (Greco,
2011).

2.3 Antimicrobiano

Histéricamente se cree que Louis Pasteur fue el primero que describio el efecto
antibacteriano en jugo de ajo en 1858, para tratar infecciones (kumar y Jain, 2010).
El ajo contiene por lo menos 17 aminoacidos y algunos minerales que contribuyen a
su actividad antimicrobiana. De todas las especies de Allium, el ajo es el que
contiene la mayor concentracion de compuestos azufrados, lo que le da una
actividad antimicrobiana muy potente.

Los principales compuestos azufrados son aliina, alicina, ajoeno, trisulfuro de dialili,
salilcisteina, vinilditiinas, disulfuro de dialilo, salilcisteina, vinilditiinas, disulfuro de
alilpropilo, S-alilmecapto cisteina, entre otros. Entre las enzimas importantes en la
actividad antimicrobiana se encentra la alinasa, peroxidasa y mirosinasa. Los
aminoacidos y sus glucésidos, en especial la arginina, también influye de manera
importante en la actividad antimicrobiana, al igual que el selenio, germanio, telurio y
trazas de otros minerales (Bhandari, 2012).

También actia como antimicrobiano, pues se ha utilizado como conservador en
alimentos, al inhibir el crecimiento de microorganismos debido a la presencia de sus
componentes activos. Ademas, desde épocas remotas ha sido utilizado como
saborizante para la preparacion de muchos tipos de alimentos (Bhandari, 2012).
Asimismo, estimula la destoxificacion de las células y se ha utlizado como

guimiopreventivo o coadyuvante para tratar el cancer (Elkins, 199).



Se considera que la alicina tiene actividad antimicrobiana porque modifica la
biosintesis de los lipidos y la sintesis del ARN de los microorganismos y disminuye el
perfil de lipidos de los mismos. Este compuesto activo reacciona rapidamente con
grupos tiol libres, por ello se cree que el principal mecanismo antimicrobiano se
produce a través de la interaccion de alicina con enzimas que contienen grupos tiol,
como proteasas y alcohol dehidrogenasas (Rahman, 2007).

La alicina inhibe a mas de 300 bacterias, tanto Gram- negativas, tales como Bacillus
subtilis, Bacillus megaterium, Bacillus sphaericus, Bacillus polymyxya,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli (kumar y Jain, 2010), Salmonella Typhy,
Salmonella Paratyphy (Abraham, 2010) y Helicobacter pylori (O Gara et al., 200)
entre otras.

En cuanto a hongos, se ha probado que los extractos de ajo disminuyen su
absorcion de oxigeno, reducen su crecimiento, inhiben la sintesis de lipidos,
proteinas y acidos nucleicos y dafian sus membranas. EI componente principal del
ajo que inhibe el crecimiento de hongos es la alicina, aunque también se ha

demostrado que otros compuestos activos lo realizan.

Se ha demostrado que la alicina, el ajoeno y el trisulfuro de dialilo muestran actividad
contra la influenza A y B, el citomegalovirus, rinovirus, el VIH, el virus del herpes
simple tipo 1y 2, la neumonia viral y el rotavirus (Harris et al., 2001).

Se ha demostrado también que el ajo contiene compuestos bioactivos con
propiedades antimicrobianas y antioxidantes, que le permiten ser considerado como

un alimento funcional.

2.4 Anti- ateroscleroticas
El ajo también se ha utilizado como descongestionante, ayudando a liberar el tracto
respiratorio de la mucosa. Adicionalmente, tiene caracteristicas anti-ateroscleroticas,

ya que disminuye la cantidad de depdsitos grasos en los vasos sanguineos.



2.5 Antibiotico
Funciona como antibiético al estimular el sistema inmunoldgico y ha demostrado

tener propiedades anticoagulantes y antiparasitarias (Elkins, 1995).

2.6 Antiinflamatorias

Actualmente se ha demostrado la importancia de algunas saponinas y sapogeninas,
como B-clorogenina, ya que el ajo ha mostrado actividad antiinflamatoria, entre
otras.

Sus caracteristicas antiinflamatorias han permitido que se utilice en pacientes que
padecen artritis, al reducir la inflamacion de las articulaciones. Por otro lado, el ajo
actia como coadyuvante en la purificacion de la sangre, al estimular el sistema

linfatico a eliminar los materiales residuales del cuerpo.

2.7 Hipo e hiperglicemia
También se ha visto que controla la tolerancia a la glucosa y su consumo resulta

benéfico para personas que padecen de hipo e hiperglicemia.

2.8 Anti hipertensivas
El ajo tiene funciones anti hipertensivas y en Japdn se reconoce como el tratamiento

oficial para la alta presion arterial (Bhandari, 2012).



3 PROPIEDADES NUTRICIONALES DEL AJO.

El ajo tiene caracteristicas muy variables, lo que lo hace ser un alimento funcional de
mucho usos.El ajo fresco posee distintos componentes entre los que se destacan el
agua Yy los carbohidratos, como la fructosa, compuestos azufrados, fibra y
aminoacidos libres. Como se puede identificar en el cuadro 1, el cacao contiene
altos niveles de vitaminas Ay C y bajos niveles de vitaminas complejo B.

Composicion Unidades Cantidad
Agua = S8.58
Encrgia kcal 149
Proteina = 6.36
Lipxdos totales = 0.5
Carbohadratos (por diferencia) £ 33.06
Fibra total detéuca = =1
Alnicares totales = 1
Lipidos

Acidos grasos saturados = 0.089
Acidos grasos monoins aturados = 0011
Acidos grasos poliins aturados = 0.249
Colesterol e O
Vi tarnd nas

Vtamana C me SB2
Tramana me 0.2
Riboflavina e o.11
Niacma e 0.7
Vitamuna Be e 1.235
Fohato M >
Viamina A v >
Vaamana E me 0.08
Vitanmuna K M 1.7
ANinerales

Calkcroo e 181
Hcrro me 1.7
Magnesio e 25
Fésforo e 153
Potaso e <401
Sod»wo me 17
Zmc e 1.16
Adaptado de USDA (2013)

Cuadro 1. Composicién en 100 gramos de ajo fresco (Rahman, 2003).



En cuanto a minerales, el ajo tiene niveles importantes de potasio, fésforo, magnesio,
sodio, calcio y hierro. También presenta un contenido moderado de selenio y
germanio, pero su concentracion depende de los minerales presentes en el suelo
donde crece el bulbo. Algunos compuestos en ajo intacto como lectrina (proteina
mas abundante en el ajo), prostaglandinas, fructanos, pectina, adenosina, algunas
vitaminas y &cidos grasos, glicolipidos y fosfolipidos han sido ampliamente
estudiados por su efecto bioldgico. Otros componentes, como alixina y selenio, se

han investigado sus propiedades antioxidantes (Krejci y pacurar, 2010).

4 ANTIOXIDANTES

¢, Qué son los antioxidantes?

Son sustancias que evitan o retrasan la oxidacion de otra. Esta accion se realiza
mediante la reduccion del agente oxidante para lo cual los antioxidantes deben tener
una estructura quimica que permita la donacion de hidrégenos o de electrones como
resultado de dicha interaccion (Galano, et al., 2009; Garcia Parrilla, 2008; Nagaraju y
Belur, 2008; Speisky, Pastene y Gomez, 2006a).

El compuesto biolégico mas activo en el ajo es la alicina, que se genera por
reacciones enzimaticas cuando el ajo se tritura o se corta. Este compuesto se forma
cuando la aliina entra en contacto con la enzima aliinasa presente en la vacuola,
como consecuencia de la ruptura celular causada por la trituracion o el corte (Fig. 1)
(Bhandari, 2012). La reaccidén anterior ocurre extremadamente rapido, en ella mas

del 80% de aliina se metaboliza en los primeros 2 minutos (Kyung y lee, 2001).
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Figura 1. Reaccion enzimatica de aliina. Adaptado Kuyung y Lee (2001).
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La alicina es un compuesto muy volatil e inestable, tiene una vida media muy corta,
incluso a temperatura ambiente. En unas cuantas horas, ésta puede descomponerse
en muchos tipos de tiosulfinatos (fig. 3) a través de diferentes vias metabdlicas
(Harris et al.,, 2001). Por medio de otras degradaciones no enzimaticas, los
tiosulfinatos se transforman en otros compuestos azufrados tales como mono, di, tri y

tetrasulfuros, tioles, tiofenos y anhidrido sulfuroso ( Harri et al., 2001).

. .. = Disulfuro dedialilo
22N \,—" "
.—-’ " e )
Base LN Disulfuro de alil-metilo
pH=10
i o -"\.‘-\ ,-\-H sy . -
I £ N7 e ST S Trisulfuro de dialilo
ANNE
7 kY e AN A ,f\m_
A Vapor N 5 = Trisulfuro de ali-metilo
icina
2-Vinilo-4- "
—— 1 i P -‘,':. .
S H-1,3 f Y=
i) » ‘l | ! fn o
I k"\ S 'H\ A 3-Vinilo-4-H- 1,2 ditiina
’.__.H\ _..-'t'\,\ - ‘ w - -
‘ Eter, hexano o 0
o aeite H
Metanotiosulfinato de P N
alilo sy 7 ¥
o (E)- Ajoeno
Alicina |i
in )
pura ~ 5. —_— 5.
PV e N N
(Z)- Ajoeno
1’
F— Trisulfuro de dialilo
Ajo triturado
en akahol
. A MH
';;.. o ~g \,r» — .-’Tﬁ:\"‘._.-’-‘.“
Clsteina Coon Sangre

Mercaptanode alilo
S-alilo-mercaptocisteina

Figura 2.Descomposicion de la alicina en los principales tiosulfinatos. Adaptado de
Harris et al. (2001).
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Fujisawa et al. (2008) estudiaron la estabilidad de la alicina en diferentes soluciones
acuosas y etanolicas, asi como en aceite vegetal. Comprobaron que la alicina es
mas estable en etanol que en agua, ya que mantiene su actividad 11 y 6 dias en
cada medio, respectivamente. En cuanto al aceite vegetal, la alicina mostrd ser
completamente inestable en este medio, conservandose solamente 0.8 horas.

Para asegurar la estabilidad de la alicina, en muchos procesos de deshidratacion de
ajo se han agregado B-ciclodextrinas y carbamidas, que forman complejos con la
alicina para protegerla y prolongar su actividad hasta por 60 dias (llic et al., 2011).

El ajo tiene capacidad antioxidante muy potente, debido a que muchos de sus
componentes activos son eficaces para inhibir la formacién de radicales libres.
Ademas refuerzan el mecanismo de captacion de radicales enddgenos, aumentan
las enzimas antioxidantes celulares como la superoxido dismutasa, catalasa y
glutation peroxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa y protegen a los
lipoproteinas de baja densidad de la oxidacion causada por los radicales libres
(Lépez, 2007).

Esta propiedad antioxidante solo la adquiere el ajo cuando estd manipulado,
permitiendo que bajo esas condiciones, compuestos (trisulfuro de dialilo y ajoeno)
tengan propiedades antifungicas al inhibir la biosintesis de fosfatidilcolina,
provocando de esta manera la muerte celular (Harris et al., 2001). Entre las cepas
gue son inhibidas por el ajo, se encuentran Aspergillus luchuensis, Aspergillus flavus,
Penicillium oxalicum, Rhizopus stolonifer, mucor spp. Y Scopulariopsis sp. (Kumar y
Jain, 2010).

Por otro lado, este vegetal también ha demostrado tener propiedades
antiprotozoarias y antivirales. Se ha comprobado en varios estudios que la alicina, el
ajoeno y varios compuestos organosulfurados son antiprotozoarios eficaces, ya que
tiene efecto contra Trypansomes, Entamoeba histolytica, Giardia lamblia (Lun et al.,
1994), Opalina ranarum, Opalina dimidicita, Balantidium enrerozoon, Leismania,
Leptomas y Crithidia (Reuter et al., 1996). En cuanto a los efectos antivirales se ha
estudiado poco, aunque se forme la alicina y otros compuestos importantes. De
manera contraria, el ajo intacto contiene una actividad oxidante, lo que no es

deseable (Bhandari, 2012).
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Entre los componentes antioxidantes de importancia en el ajo se encuentran los
compuestos azufrados, selenio y aminoacidos libres, en especial la cisteina,
glutamina, isoleucina y metionina.

El componente que tiene la mayor capacidad antioxidante es la alicina, aunque su
efecto es dependiente de la dosis y del tiempo (Lépez, 2007). Esta actGa como
antioxidante al reaccionar con las enzimas que tiene grupos tiol libres, atrapando
radicales libres, en especial radicales hidroxilo y de esta manera inhibiendo la
produccién de superoxido en el cuerpo humano (Rahman, 2007).

Debido a la inestabilidad de la alicina, se han obtenido algunos extractos de ajo
envejecido, que ademas de mantener su potencial antioxidante por mas tiempo,
modifican compuestos inestables, como la alicina e incrementan el ndmero de
componentes estables hidrofilicos y altamente biodisponibles como el S-allil-
mercapto cisteina y la S-allil cisteina. Estos extractos también contienen fitoquimicos,
selenio y flavonoides, en especial la alixina, que mejora su capacidad antioxidante
(Rahman, 2007).

El ajo fresco o triturado produce los compuestos que contienen azufre alliina, ajoene,
polisulfuros de dialilo, vinilditias, S-alilcisteina y enzimas, saponinas, flavonoides y
productos de reaccion de Maillard que no son compuestos que contienen azufre.

Los fitoquimicos responsables del sabor pungente del ajo se producen cuando las
células de la planta se dafian. Cuando una célula se rompe al cortar, masticar o
triturar, las enzimas almacenadas en las vacuolas celulares activan la
descomposicion de varios compuestos que contienen azufre almacenados en los
fluidos celulares (citosol).

Allicina se ha encontrado ser el compuesto mas responsable de la "caliente"
sensacion de ajo crudo. Este producto quimico abre los canales potenciales de
receptores térmicos que son responsables de la sensacidn ardiente de calor en los

alimentos.

Los compuestos de azufre de olor fuerte del ajo se metabolizan, formando alil-sulfuro
de metilo. El alil-sulfuro de metilo (AMS) no puede ser digerido y se pasa a la sangre.

Se lleva a los pulmones ya la piel, donde se excreta.
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El compuesto que contiene azufre alinasa reacciona con aminoacidos comunes para
formar pirroles, grupos de anillos de carbon - nitrégeno. Estos anillos pueden unirse
entre si en moléculas de polipirrol. Las estructruras de anillo absorben longitudes de
onda particulares de luz y, por lo tanto, aparecen coloreadas. La molécula de dos-
pirrole se ve roja, la molécula de tres-pirrole se ve azul y los pigmentos de cuatro-
pirrol son seguros para comer.

Posee un alto contenido de compuestos fendlicos, polifenoles y fitoesteroles
(Rahman, 2003).

4.1 Toxicidad del gjo.

Un consumo excesivo de ajo puede causar reacciones adversas. Es por ello que se
recomienda una ingestion diaria maxima de dos dientes de ajo para adultos
(Bhandari, 2012). En relacion a esto, de ha demostrado que el componente activo
mayoritario del ajo, la alicina, causa irritacion cuando se consume excesivamente. De
igual manera, otros compuestos azufrados liposolubles presentes en el ajo también
han resultado ser toxicos en grandes concentraciones (Rahman, 2017).

Por ello que se han realizado investigaciones con el fin de determinar el nivel de
toxicidad y los efectos adversos que pudiera causar el ajo al abusar de su consumo.
Amagase et al. (2001) realizaron estudios para determinar la seguridad de diferentes
preparaciones de ajo y descubrieron que el consumo de este vegetal produce olor en
el aliento y piel, y ocasionalmente reacciones alérgicas.

Otros efectos adversos asociados con el ajo son desordenes de estomago, diarrea,
disminucién de proteinas séricas y calcio, anemia, asma y dermatitis. También se
considera que las personas que sufren trastornos de coagulacion de la sangre deben
usar ajo con precaucion, debido a que puede favorecer la aparicion de hemorragias
(Lépez 2007).

14



5 ANTECEDENTES DEL CACAO

El término cacao deriva del término “cacahuatl” preveniente de las lenguas mayas y
aztecas. Exactamente, segun el diccionario etimologico de Joan Corominas el
término cacao se tomd del nahuatl kakawa (radical de kakawatl) previa adaptacion
fonética y morfoldgica al sistema de la lengua espafiola (Cala 2001).

El arbol de cacao, clasificado por linneo como theobrama cacao L. (en latin
literalmente “cacao, alimento de dioses”), de la familia Esterculidceas es originario de
Sudameérica, concretamente de los valles del Amazonas y Orinoco (Rusconi y Conti
2010).

Los primeros cultivadores del cacao se cree que fueron o bien los olmecas, hace tres
mil afios, que ocupaban un area de selvas tropicales al sur de Veracruz (golfo de
México), o bien los mayas, que hacia el siglo IV a.C. se habian establecido en una
extensa region al sur de Méjico actual. Los mismos mayas en su expansion llevaron
el cultivo de caca hacia las tierras ocupadas por los aztecas en la historia de Ameérica
Central. Para los mayas, el cacao era un simbolo de vigor fisico y longevidad, y lo
utilizaban con fines terapéuticos. Por sus efectos, los médicos mayas prescribian el
consumo de cacao como estimulante, calmante del dolor, o bebida reconstituyente
para los guerreros. La manteca de cacao también fue utilizada por los mayas como
unguento para la curacion de heridas (Beckett 2009).

Los aztecas impusieron el uso de las semillas de cacao como monedas de cambio
para el comercio o para producir el llamado “chocolatl’, una bebida hecha de granos
de cacao tostado y molido, mezclados con agua, a la que a menudo se le afladian
otros ingredientes como vainilla, miel o especies como chile picante, el clavo o la
canela; ademas afadian harina de maiz como emulsionante para absorber la
manteca de cacao (Whymper 1912).

Las primeras referencias que se tiene del cacao en Europa se remontan a los
tiempos de Cristébal Colon y Hernan Cortés, que su llegada al nuevo mundo
probaron las bebidas a base del cacao (Afoakwa 2010). El “chocolatl’, que asi era
como se llamaba entonces, era como un agua amarga que al inicio no impresiond ni

gusto a los conquistadores.
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El cacao se introdujo en Europa tras la colonizacion de América. En 1528 se realiz6
el primer embarco de semillas de cacao hacia Espafia, pero no fue hasta finales del
siglo XVI cuando empez6 a consumirse en forma de chocolate (afoakwa 2010).
Inicialmente estaba reservado para el consumo de la clase social méas alta, y no fue
hasta el siglo XVII que el consumo de chocolate se extendié por Europa. De Europa
se extendié a otros continentes como el africano donde llegd hacia principios del
siglo XIX. Actualmente, es en este continente donde se encuentran los grandes

productores de cacao, a nivel mundial.

5.1 Composicion del cacao

El cacao contiene cerca de 300 compuestos volatiles incluyendo esteres,
hidrocarbolactonas, monocarbonados, piroles, y otros mas. Se ha dicho que los mas
importantes componentes de sabor son ésteres alifaticos, polifenoles, carbonilos
aromaticos insaturados, diketopiperazinas, pirazinas y teobromina.

El cacao también contiene cerca de 18% de proteinas (8% digestibles); grasas
(manteca de cacao); aminas y alcaloides incluyendo theobromina (0,5 a 2,7%),
cafeina (0,25 a 1,43%), tiramina, dopamina, salsolinol, trigonelina, acido nicotinico y
aminoacidos libres; taninos, fosfolipidos, etc. La manteca de cacao contiene
predominantemente triglicéridos de acidos grasos consistentes de acidos oleico
(37,3%), estearico (34,4%), y palmitico (26,2%). Mas de un 73% de los gliceridos
estan presentes como formas monoinsaturadas.

En la manteca de cacao hay pequeiias cantidades de esteroles y metilesteroles; los
esteroles estan compuestos de beta-sitoesteroles, estigmasterol y campesterol, con
muy pequefias cantidades de colesterol. En adicion a los alcaloides (principalmente
theobromina), taninos y otros constituyentes, la céascara del cacao posee un
pigmento que es un poliflavonoglucosido con peso molecular sobre los 1500, este
pigmento es muy requerido por ser resistente a calor y luz, muy estable a pH de 3 a

11 y muy usado como colorante de alimentos (Leung, 1980).
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Los granos de cacao estan formados por la semilla, que supone del 78% al 82% del
peso del grano de cacao, y por la cascara (10-16%) que la envuelve y la protege.
Ademas, el grano contiene un pequefio porcentaje de humedad (5-8%). La
composicion de la semilla del cacao depende de factores como el genotipo o las
condiciones de crecimiento del arbol (caracteristicas del suelo, clima, horas de
insolacidn, entre otros) (Jinap et al. 1995; Kattenberg y Kemmink 1993).

Aproximadamente del 48 al 57 % del peso de la semilla descascarillada y seca del
grano de cacao corresponde a su contenido en lipidos. La fraccion lipidica del cacao
se conoce como la manteca de cacao y es la responsable de buena parte de las tan

apreciadas propiedades sensoriales del chocolate.

En la fraccion de grasa de la semilla de cacao, los acidos grasos (AG)
predominantes son mayoritariamente saturados (AGS), estearico (C18:0 — 35%) y
palmitico (C16:0 — 25%), pero también contiene una alta proporcion de AG
monoinsaturados (AGMI) representados casi exclusivamente por el acido oleico
(C18:1 — 35%) y también una pequefa cantidad de poliinsaturados (AGPI) en forma
de linoleico (C18:2 — 3%). El resto corresponde a un 2-5% de agua, un 11-16% de
proteinas, un 6-9% de hidratos de carbono, un 2.6-4.2% de sales minerales y otro
2.1-3.2% de fibra (Parra et al. 2003; Fowler 2009).

La semilla de cacao no procesada es una buena fuente de fibra, principalmente
insoluble (15-20% del peso de la semilla). Durante el procesado de las semillas de
cacao parte de la fibra se pierde y el contenido medio de fibra en sus derivados —
como el cacao en polvo o el chocolate- es del 1 al 9%. Por tanto, so6lo algunos de los

derivados del cacao son una buena fuente de fibra.

5.2 Propiedades nutricionales del cacao
Respecto al contenido en vitaminas y minerales, la semilla de cacao contiene una
gran cantidad de éstos, muchos de los cuales siguen estando presentes en altas

concentraciones en los subproductos. Los procesos de fermentacion y tratamientos
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térmicos a los que se somete el grano de cacao conllevan una hidrdlisis de los
fitatos, hecho que supone que la biodisponibilidad de los minerales que contienen los
derivados del cacao no se vea afectada, ya que los fitatos contenidos naturalmente
en las semillas del cacao interfieren en la absorcion de ciertos minerales (Steinberg
et al. 2003).

El cacao presenta también un contenido considerable en alcaloides de tipo base
purica, de la familia de las metilxantinas (teobromina, cafeina y teofilina), compuestos
gue le confieren un pequefio poder estimulante. El alcaloide mayoritario es la
teobromina (metabolito de la cafeina) (nombre que deriva del género de la especie
Theobroma). Este alcaloide representa entre el 0.8 y el 2% del contenido total de los

granos de cacao desecados (Steinberg et al. 2003).
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Cuadro 2.Contenido en semilla de cacao en 100g (C.S.l.R., 1948-1976).

Reportado por ser antiséptico, diurético, anti-hemorragico y parasiticida, el cacao es
un remedio casero para alopecia (calvicie), quemaduras, tos, labios resecos, 0jos
irritados, fiebre, malaria, nefrosis, depresion animica, dolores durante el embarazo y
el parto, reumatismo, mordeduras de culebras, heridas en general (Duke y Wain,
1981). La manteca de cacao (ha sido llamada la méas "cara" del mundo), es también
usada en manufactura de tabaco, jabones y cosméticos. Esta misma manteca es

mas usada en los supositorios emolientes para el tratamiento de hemorroides.
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Es aplicada en las estrias y arrugas (lineas de expresién) y también es usada contra
la resequedad labial (Leung, 1980). Parece que, las personas que sufren
depresiones severas por diversas razones, emocionales o psicologicas, presentan
una produccion irregular de feniletlamina. Se ha observado que estos individuos
presentan una tendencia a consumir grandes cantidades de chocolate durante estos
periodos de depresibn. Se ha establecido que el chocolate posee altas
concentraciones de feniletlamina, quizas en estos casos sirve de medicamento
(Duke, 1983).

Muchos extractos de plantas y sus compuestos activos han sido reportados como
inhibidores del crecimiento del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) in vitro
(Lednicer, 1990). Parece que la mejor estrategia para encontrar nuevos antivirales
con baja citotoxicidad, es estudiando los productos naturales de nuestro medio
ambiente. Recientemente, un extracto alcalino de la concha del cacao fue examinado
por su posible actividad anti-VIH. Se ha demostrado que este extracto inhibe efectos
citopatogénicos de VIH en cultivos celulares (Unten et al, 1991).

La actividad anti-VIH fue atribuida a la interferencia con la absorcion viral, mas que a
la inhibicion de la replicacion viral después de la adsorcion. Se encontré que este
extracto, inhibe muy fuerte la replicacion de VIH y la formacién de sincicios entre las
células VIH-infectadas y las células no infectadas de la linea linfoblastoide T, Molt-4.
Sin embargo, el estudio de la actividad antiviral de extractos de cacao no se ha
realizado en profundidad, y sus ingredientes activos permanecen sin ser
investigados.

No obstante, se sabe que el extracto de concha de cacao es una mezcla de
flavonoides condensados y/o polimerizados, tales como, catequina, antocianidina,
leucoantocianidina etc. Asi podemos asumir, que algunos principios activos
antivirales pueden estar relacionados con los flavonoides del cacao.

5.3 Propiedades antioxidantes

La Theobroma cacao L, mas conocido como cacao y sus derivados contiene
abundantes polifenoles con comprobadas propiedades antioxidantes.

El cacao (Theobroma cacaol.), es en particular rico en polifenoles, estos

representan entre 12 y 18 % del peso seco de los granos, y se encuentran
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fuertemente asociados con la actividad antioxidante y con las caracteristicas
organolépticas de los productos elaborados a partir del cacao. Los polifenoles en los
granos de cacao son almacenados en las células pigmentarias de los cotiledones, y
le aportan colores que van desde el blanco hasta un morado oscuro, dependiendo de
la cantidad de antocianinas almacenadas.

En los frutos de cacao se pueden distinguir 3 tipos de polifenoles: catequinas o
flavan-3-oles (37 %), antocianinas (4 %) y proantocianidinas (58 %). La principal
catequina es (-)-epicatequina con un maximo de hasta 35 % del contenido de
polifenoles. También se han encontrado en cantidades menores (+)-catequina, (+)-
galocatequina y (-) epigalocatequina.

En las semillas de cacao destaca la presencia de compuestos bioactivos como los
polifenoles. El contenido de estos compuestos en las semillas de cacao difiere
sustancialmente del que hay en los derivados del cacao, como por ejemplo el
chocolate, debido a los diferentes procesos (fermentacion, secado, tostado, etc.) a
los que se someten las semillas de cacao y a los ingredientes utilizados en la
elaboracion de las distintas formulas.

Las semillas son ricas en flavonoides, principalmente en flavanoles, seguidos en
mucha menor proporcion de flavonoles, flavonas, antocianos y otros compuestos
fendlicos (Sanbongi et al. 1998; Dreosti 2000).

En adicibn a los alcaloides (principalmente theobromina), taninos y otros
constituyentes, la cascara del cacao posee un pigmento que es un
poliflavonoglucosido con peso molecular sobre los 1500, este pigmento es muy
requerido por ser resistente a calor y luz, muy estable a pH de 3 a 11, y muy usado
como colorante de alimentos (Leung, 1980).

El cacao posee también otros efectos. Los extractos de cacao son reconocidos como
una rica fuente de polifenoles, flavonoides y alcaloides. Mas aun, efectos contra
bacterias y hongos han sido evidenciados en extractos crudos o parcialmente
purificados de cacao (Perez et al, 1994; Brownlee et al, 1990).

Los mas altos niveles de alcaloides se han encontrado en las semillas. Theobromina
es el principal alcaloide encontrado, pero mas interesante parece ser la teofilina

porque, se encontrd, que es un potente estimulante cardiovascular y del sistema
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nervioso central, con propiedades diuréticas y relajantes de los muasculos
bronquiales. Recientemente, esta droga fue probada efectiva en la prevencion y
tratamiento de la apnea en infantes prematuros.

Los compuestos fendlicos tienen su origen en el mundo vegetal. Son unos de los
principales metabolitos secundarios de las plantas y su presencia en el reino animal
se debe a la ingestion de éstas. Los fenoles son sintetizados de novo por las plantas
y son regulados genéticamente, tanto a nivel cualitativo como cuantitativo, aunque a
este nivel también existen factores ambientales. Ademas, actian como fitoalexinas
(las plantas heridas secretan fenoles para defenderse de posibles ataques flngicos o
bacterianos) y contribuyen a la pigmentacién de muchas partes de la planta (p. €j. los
antocianos son responsables del color rojo, naranja, azul, purpura o violeta que
encontramos en las pieles de las frutas y hortalizas). Por otro lado, cuando los
fenoles son oxidados, dan lugar a las quinonas que dan un color pardo que muchas
veces es indeseable.

Los fenoles se encuentran casi en todos los alimentos de origen vegetal. Son
alimentos ricos en fenoles la cebolla, el té, el vino tinto, el cacao, el aceite de oliva
virgen, etc. Estas sustancias influyen en la calidad, aceptabilidad y estabilidad de los
alimentos, ya que actian como colorantes, antioxidantes y proporcionan sabor, se

observa en la (figura 3)

22



Color

Como las antocianidinas, responsables de los tomnos rojos,
azules v violaceos de muchas frutas, hortalizas v derivados:
fresas, ciruelas, uvas, berenjena, col lombarda, rabanoc, vino

timto, aetc,

Sabor amargo

Como las flavanonas de los citricos (naringina del pomelo,
nechespericdina de la maranjal) o la oleuropeina en las
aceitunas

Astringencia

Coma las proantocianidinas (taninos condensadoas)
w los taninos hidrolizables, por ejempla,. en el wino

Arorma

Fenaoles simples como el eugenol en los platanmnos

Figura 3. Propiedades organolépticas atribuidas a los compuestos fendlicos en el
cacao.

5.4 Clasificacion general

Los polifenoles se pueden clasificar de muchas maneras debido a su diversidad

estructural (fig.4. Segun su estructura quimica tenemos 2 grandes grupos:

CHy =———CH30H o
oH
HO
Tirosol
OH Apigenina
OH o
OH
COOH B
OCH; Acido siringico
CH30 Lignano CH30 OCH,
OH

HO

Figura 4. Ejemplo de estructuras de compuestos fendlicos.
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5.5 Enlaprevencion de enfermedades cardiovasculares

Se ha evidenciado que el cacao y sus derivados presentan una gran variedad de
propiedades benéficas para la salud en humanos. Algunos reportes sefalan que el
consumo de cacao 0 chocolate reduce el riesgo de contraer enfermedades
cardiovasculares. Varios estudios en humanos han mostrado el efecto de los
polifenoles del cacao en los niveles lipidicos, como una disminucion en el colesterol
total y regulacién en la presion arterial sistélica y diastdlica. También, inactivan
radicales superoxido, hidroxilo y radicales lipidicos; asi mismo, inhiben Ia
peroxidacion lipidica (LDL) in vitroein vivo.Ademas, se ha observado el
mejoramiento en la capacidad vasodilatadora de las arterias braquiales, en pacientes

con enfermedad de las arterias coronarias, al suministrarles bebidas de cacao.

De los compuestos fendlicos, el grupo de los flavonoides es el mas extendido en la
naturaleza y dentro de ellos, los flavonoles son los que poseen una mayor actividad
antioxidante. Estudios epidemiologicos han demostrado que una ingestion rica en
flavonoides se correlaciona con un menor riesgo de enfermedad cardiovascular y se
ha observado que actian a diferentes niveles. Por un lado, disminuyen las tasas de
colesterol y de LDL oxidada debido a sus propiedades antioxidantes como fuertes
guelantes de metales y como donadores de hidrégeno (a través de los grupos
hidroxilo). Asi, en general, el grado de actividad antioxidante se correlaciona con el

namero de grupos hidroxilo.

Por ello, los fenoles son buenos antioxidantes, mientras que compuestos monofenol,
como el tirosol, no lo son tanto. También algunos, como el hidroxitirosol o la

oleuropeina, tienen la capacidad de ser captadores de radicales libres.

Los fenoles nos ayudan a la prevencion de enfermedades cardiovasculares en gran
manera debido a que estos son antioxidantes como se observa en la (figura 5)

algunos puntos de sus multiples beneficios.
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= Disminucicon de la oxidacion de las lipoproteinas de baja
densiclad (LDL}

= Disminucion del proceso inflamatorioc en la placa
de ateroma

= Inhikicion de la agregacion plaguetaria

= Estimulacion de la sintesis de oxido nitrico

* Estabilizacion de las fibras de colageno de la pared arterial
= Actuacion como fitcestrogenos (iscoflavonas v lignanaos}

Fuente: Petronl et al {1924); Mazur y Adlercreutz {1999,

Figura 5. Efectos benéficos atribuidos a los compuestos fendlicos en la prevencion
de las enfermedades cardiovasculares.

5.6 Toxicidad del cacao

Los fenoles pueden tener efectos antinutricionales debido a que pueden interaccionar
con algunos elementos de la dieta. Por ejemplo, una ingestion muy elevada y cronica
de estos compuestos puede interferir en la absorcion de hierro de la dieta y provocar
anemia. Sin embargo, en general, la toxicidad de los fenoles en una ingestion
moderada es muy poca debido a su baja absorcion, rapido metabolismo y a la
presencia de un sistema muy eficaz de detoxificacion.

Los polifenoles pueden ser toxicos si su ingestion esta entre el 1 y el 5% del total de
la dieta, cosa imposible en condiciones normales, ya que lo habitual es ingerir,
aproximadamente, entre 25 mg/dia -1 g/dia. Aun asi, conviene ser prudentes y no
recomendar un consumo muy elevado de compuestos fendlicos hasta que su

bioactividad no esté mejor entendida.

6 ELECTROQUIMICA

Se define como electroquimica al conjunto de técnicas analiticas que usan la
medicion del potencial, carga o corriente para determinar la reaccién quimica de un
analito. La electroquimica, es originada del estudio del movimiento de los electrones

en una reaccion de 6xido- reduccion (Alegret y Arben, 2004).
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6.1 Reacciones de 6xido reduccion

Las reacciones de Oxido-reduccion son procesos en los que uno o mas electrones
se transfieren de una especie a otra (A&tomos, moléculas o iones).Como resultado de
esa transferencia de electrones, cambian las cargas de los &tomos de los diversos
reactivos (Cerén y Burbet, 2004).

Por ejemplo cuando el magnesio metélico reacciona con un &cido acuoso, un atomo
de magnesio cede un electron a cada uno de dos iones H”, a la vez que forma un ion
Mg y una molécula H,. La carga del magnesio pasa de 0 a 2+, mientras que la
carga de cada hidrogeno se modifica de 1+ a 0.[11]

Mg(s) + 2 HCl(ac) — MgCl,(ac) + Hz(qg)

6.2 Celdas electroquimicas

Una celda electroquimica consiste en dos conductores denominados electrodos,
cada uno sumergido en una solucidon electrolitica. Las soluciones en que se
sumergen los dos electrodos son diferentes y deben de estar separadas para evitar
la reaccion directa entre los reactivos. La manera mas comun de evitar que se
mezclen es insertando un puente salino en las soluciones. La conduccién de
electricidad desde una solucién electrolitica hacia la otra ocurre por el
desplazamiento de iones de la sustancia quimica por la cual esté conformado dicho

puente (Cerdény Burbet, 200).

6.3 Tipos de celdas electroquimicas

Las celdas electroquimicas pueden ser galvanicas o electroliticas. También se
pueden clasificar como reversibles e irreversibles.

Las celdas galvanicas o voltaicas almacenan energia eléctrica. Por lo general las
baterias se hacen con varias celdas de este tipo conectadas en serie para producir

un voltaje mayor que el que puede producir una celda sencilla.
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Las reacciones en los dos electrodos de estas celdas tienden a ocurrir
espontaneamente y producen un flujo de electrones desde el anodo hacia el catodo a
través de un conductor externo. Las pilas galvanicas funcionan espontaneamente y
la reaccion neta que sucede durante la descarga se denomina reaccidén espontanea
de la celda (Cerdn y Burbet, 2004).

Contrario a una celda galvanica, para que una celda electrolitica funcione, necesita
una fuente externa de energia eléctrica. Tipicamente est4 constituida por un
recipiente contenedor del electrolito y dos electrodos que funcionan, uno como anodo
y el otro como catodo, los cuales permiten el paso de corriente eléctrica. Se utiliza
con mayor frecuencia para descomponer los compuestos quimicos, en un proceso
llamado electralisis, un ejemplo importante de esta es la descomposicion del agua en

hidrégeno y oxigeno.

6.4 Anodos y catodos
En una celda electroquimica, el catodo es el electrodo en el que se lleva a cabo una
reaccion de reduccion. El anodo es el electrodo en el que tiene lugar una oxidacion.

Estos son ejemplos de reacciones catodicas comunes.
Ag" +e o Agg)
Fe**+e « Fe?

Se puede hacer que estas reacciones se lleven a cabo aplicando el potencial

adecuado a un electrodo inerte, como el platino.

Algunas reacciones anddicas comunes son:
CU(S)<—>CU2+ + 2¢e’
2CI <—>C|2(g) + 2¢e’

Fe?'oFed + e
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La primera reaccién requiere de un &nodo de cobre, pero las otras dos se pueden
llevar a cabo en la superficie de un electrodo inerte de platino, que pude proporcionar

o donar electrones.

6.5 Electrodos
Un electrodo es un conductor eléctrico utilizado para hacer contacto con una parte no
metalica de un circuito, por ejemplo un semiconductor, un electrolito, el vacio, un gas

(en una lampara de nedn), entre otros. Existen dos tipos de electrodos

v Los electrodos de referencia.

v Los electrodos indicadores.
Un electrodo de referencia es una semicelda con un potencial de electrodo
conocido que permanece constante y que es independiente de la composicion del
analito o de otros iones contenidos en la solucién que se analiza (Cerén y Burbet,
2004).

6.6 Tipos de electrodo de referencia

Un electrodo de referencia ideal es aquel que tiene un potencial que se conoce con
exactitud, se mantiene constante y es completamente independiente a la
composicion de la solucidén del analito. Ademas, el electrodo debe ser resistente,
facil de usar y mantener un potencial constante al paso de la corriente (Cerén y
Burbet, 2004).

Dentro de los tipos de electrodos de referencia mas usados cominmente en métodos

potenciométricos son:

» Los calomelanos.

» Los de plata cloruro de plata.
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Los electrodos de referencia calomelanos se componen de mercurio en contacto con
una solucion saturada de cloruro de mercurio (I) que contiene también una solucién
conocida de potasio. Las semiceldas de los calomelanos se pueden representar

como sigue:

Hg | Hg2Cl> (s), KCI (sat) ||

El potencial de electrodo para esta semi-celda esta determinado por la reaccion:
Hg2Cl, s) + 2" <> 2Hgq ) + 2CI

Y depende de la concentracion de cloruro.

El electrodo de referencia mas ampliamente comercializado consiste en un
electrodo de plata sumergido en una disolucion de cloruro de potasio saturada con

cloruro de plata (Cerén y Burbet, 2004).

Ag | AgCl, KCI (x M) ||

El potencial del electrodo esta determinado por la semirreacion:

AgCl s T € < Age + CI

Normalmente, este electrodo se prepara ya sea con una disolucién saturada de
cloruro de potasio o con una a concentracion 3.5 M. Algunos modelos comerciales de

este electrodo son semejantes en apariencia externa y en forma a los electrodos

calomelanos.
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Los electrodos de plata-cloruro de plata tienen la ventaja de que pueden utilizarse a
temperaturas superiores a los 60 °C, mientras que los electrodos calomelanos no.
Por otra parte los iones de mercurio reaccionan con menos componentes de la
muestra que los iones de plata (que pueden por ejemplo reaccionar con las
proteinas); tales reacciones pueden conducir a la obturacion de la unién entre el

electrodo y la disolucion del analito (Cerén y Burbet, 2004).

6.7 Electrodos de referencia.
Respecto a los electrodos de referencia, estos tienen un potencial que cambia en
forma predecible con las variaciones en la concentracion del analito. Idealmente un
electrodo indicador responde de forma rapida y reproducible a los cambios de
actividad del ion analito (0 un grupo de iones). Aunque ningun electrodo indicador
es totalmente especifico en su respuesta, hay algunos que son marcadamente
selectivos. Dos tipos de electrodos indicadores son ampliamente usados en métodos
potenciométricos los metalicos y los de membrana (Pefia, 2003; Ceron y Burbet,
2004).
Dentro del campo de los electrodos indicadores metéalicos se pueden distinguir cuatro
tipos de electrodo:

e Electrodos de primera clase.

e Electrodos de segunda clase.

e Electrodos de tercera clase.

e Electrodos indicadores redox.

Los electrodos metalicos de primera clase estan en equilibrio directo con el catién
gue deriva del electrodo metalico. En este caso, interviene una Unica reaccion. Los
electrodos de primera clase no son muy utilizados en el analisis potenciométrico por
varias razones. En primer lugar no son muy selectivos y responden no solo a los
cationes de su tipo, sino también a otros cationes mas facilmente reducibles
(Skoong et al, 2001).
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Los electrodos de segunda clase que son también metales, también responden a la
concentracion de aniones que forman precipitados poco solubles o complejos
estables como esos cationes.

Estan formados por un metal en contacto con una disolucién saturada de una de sus
sales poco soluble. Se basan en la propiedad de que algunos metales no sélo
responden hacia sus propios cationes, sino que también son sensibles a la actividad
de aniones que forman precipitados poco solubles o complejos estables con dichos
cationes (Skoog et al, 2001).

El mercurio sirve como electrodo indicador de segunda clase del anién del EDTA y
es un valioso electrodo de esta clase en valoraciones de EDTA.

Un electrodo de tercera clase implica dos equilibrios que afectan a la pareja redox
M™ /M. por ejemplo, un electrodo de tercera clase que responda al ién Ca?*. Se
puede obtener utilizando EDTA como ligando comln para el Ca?* y Hg?*. La
reaccion de intercambio electréonico implica a la pareja redox Hg?*/Hg. Un electrodo
metalico se convierte en un electrodo de tercera clase cuando se hace que responda
a un cation diferente (Skoong et al, 2001).

Los electrodos redox son los electrodos que corresponden al potencial redox de una
disolucion formada por una o mas parejas redox. Los mas utilizados son aquellos
constituidos de oro, platino, paladio u otros metales inertes. Estos electrodos actian
como una fuente o como un sumidero de los electrones transferidos desde un
sistema redox presente en la disolucidon. Hay que resaltar que los procesos de
transferencia de los electrones, en los electrodos inertes no suelen ser reversibles y
por lo tanto, los electrodos inertes no responden a muchas de las semirreacciones de

las tablas de electrodos de una forma predecible (Skoog et al, 2001).

6.8 Ecuacion de Nernst
El principio de Chatelier nos dice que, al aumentar la concentraciéon de los reactivos,
la ecuacién se desplaza a la derecha, y al aumentar la concentracion de los

productos, la concentracion se desplaza a la izquierda.
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La ecuacion de Nernst se puede emplear para para determinar la fem (fuerza
electromotriz) de una pila construida de electrodos no estdndar o para calcular el
potencial del electrodo de una media pila en la cual todas las especies se hallan
presentes a una actividad diferente a la unidad. También se usa en biologia para
estimar la diferencia de potencial a través de las membranas celulares biolGgicas,
como las neuronas. Otra aplicacion de la ecuacion de Nernst es la medida de
concentraciones de analitos(Cerdn y Burbet, 2004).

A medida que los reactivos se consumen en una pila electroquimica, el potencial de
la pila disminuye hasta que finalmente llega a cero. Una bateria “muerta” es aquella
en la cual la reaccidon de la pila ha llegado al equilibrio. En el equilibrio una pila no
genera diferencia de potencial a lo largo de sus electrodos y la reaccion ya no puede
generar trabajo (Cerdén y Burbet, 2004).

Para la semirreacion:
aA +ne S bB
La ecuacion de Nernst da el potencial de la semicelda E

Ecuaciéon de Nernst:

, 0.05916 [Ox]
n 8 [Red]

Donde:
E°= Potencial estandar de reduccion.
[OX]= concentracion de las especies oxidadas.
[Red]= concentracion de las especies reducidas.

n= NUmero de electrones intercambiados.
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El logaritmo de la ecuacion de Nernst es el cociente de reaccion, Q.

Ap

A

Q

Q tiene la misma forma que la constante de equilibrio, pero las concentraciones no
son necesariamente las concentraciones en equilibrio. Los soélidos no son puros, ni
los liquidos, por lo que ellos ni los disolventes figuran en Q, ya que sus actividades
valen 1 (o son proximas 1). Las actividades de los solutos se expresan en
molaridad, mientras que la de los gases se expresan en atmésferas. Cuando todas
las actividades son la unidad, Q = 1y In Q = 0. Por consiguiente, cuando todas las
actividades son la unidad, E = E°.

Ecuacion de Nernsta25°C  E = E° — 0'059¥logQ

El potencial varia, pues, en 59.16/n mV por cada diez veces de cambio en el valor de

Q.

6.9 Técnicas voltamperometricas

La voltamperometria abarca un grupo de métodos electroanaliticos en los que la
informacion sobre el analito se obtiene de la medida de la intensidad de corriente en
funcidn del potencial aplicado, en condiciones que favorezcan la polarizacion de un
electrodo indicador o de trabajo. Comunmente con el objetivo de aumentar la
polarizacion, los electrodos de trabajo en voltamperometria son microelectrodos que
tienen areas superficiales como maximo de unos pocos milimetros cuadrados y en
algunas aplicaciones unos pocos micrometros o incluso menos (Luna, 2008).

La volatamperometria se basa en la medida de la intensidad de corriente que se
desarrolla en una celda electroquimica en condiciones de polarizacion total de
concentracion. Una de las ventajas que ofrece la voltamperometria es que tiene
lugar con un consumo minimo del analito mientras que con otras técnicas como la

culombimetria practicamente todo el analito pasa a otro estado (Vilasé, 2014).
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6.10 Voltamperometria ciclica

La variacion del potencial eléctrico con el tiempo se conoce como velocidad de
barrido, pudiéndose expresar en unidades de (V / s). El potencial se mide entre el
electrodo de referencia y el electrodo de trabajo y la corriente se mide entre el
electrodo de trabajo y el electrodo auxiliar. Estos datos se representan como
corriente (i) actual vs el potencial (E). Como muestra la forma de onda, el puntero
de exploracion produce un pico de corriente para cualquier analito que se puede
reducir (u oxidar en funcién de la direccion de exploracion inicial) a traves de la
ventana de potencial escaneada (Vilaso, 2014).

La corriente aumentara a medida que el potencial alcanza el potencial de reduccién
de la sustancia analizada, pero luego se cae como la concentracion de la sustancia
analizada que se agota cerca de la superficie del electrodo. Si la pareja redox es
reversible entonces cuando el potencial aplicado se invierte, llegara a la posibilidad
de que se vuelva a oxidar el producto formado en la reaccién de reduccion ocurrida,
y producir una corriente de inversion de polaridad de la exploracion hacia adelante.
Este pico de oxidacion por lo general tiene una forma similar al pico de reduccion.
Como resultado, la informacion que se obtiene es sobre el potencial redox y la
reaccion electroquimica de los compuestos en estudio (Pividori, 2008).

En la figura (6). Se muestra un ejemplo de voltamperograma donde se sefala las

magnitudes fisicas de este patron de respuesta, en el ejemplo, una electrooxidacion.
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Pico anddico

i[A] E V]

Linea base d ! \ e

oxidacion !l a .
,r| | [A] a

\ H Linea base de
\ B reduccién

Pico catddico

Figura 6. Magnitudes de un voltamperograma ciclico de acuerdo al convenio
planteado por la IUPAC.

Esta técnica permite electrolizar una especie e invertir el potencial para comprobar la
informacion se du par redox, de esta forma es posible dilucidar mecanismos de
reaccion o bien, detectar la aparicion de especies intermedias en procesos redox. Si
se analiza una muestra con dos o0 mas analitos presentes, su comportamiento es
particular, por lo que el voltamperograma resultante no es necesariamente la suma

de los voltamperogramas individuales de cada analito (Pividori, 2008).

La utilidad de voltamperometria ciclica es altamente dependiente del analito de
estudio. EIl analito debe ser un reductor u oxidante activo dentro de la ventana de
posibilidades de experimentacion. También es muy conveniente si el analito muestra
una onda reversible. Una onda reversible es cuando un analito se reduce, por
ejemplo, en una exploracion hacia adelante y se re-oxida si se cambia la direccién de

exploracion (Pividori, 2008)
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CAPITULO Il

7 MATERIALES Y METODOS

7.1 Materiales

e Parrilla eléctrica, (NOVA Il STIRPLATE THERMOLYNE )

e Balanza analitica, (AND HR- 200 MADE IN JAPAN)

e Potenciometro Russell RLO60P user’s Guide, Thermo electron corporation
e Matraces de aforacion de 50ml, 25ml, 100ml, 10ml.

e Vasos de precipitado de 50ml, 100ml.

e Pinzas
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7.2

Agitador magnético

Mortero

Soporte universal

Electrodo de referencia: plata cloruro de plata.
Electrodo de trabajo: carbdn vitreo

Electrodo auxiliar: alambre de platino

Filtro millipore

Papel filtro de 0.45 micras

Centrifuga

Tubo con vidrio poroso

Reactivos

Hidroximetil ferroceno

Nitrato de plata (AgNO3)

Buffer acetatos

Acetato de potasio (CHz; COOH), pm: 98.14%, (CTR SCIENTIFIC).
Solucién acido acético

Hidréxido de potasio

Buffer de fosfato

Fosfato de potasio

Cloruro de potasio

Nitrato de sodio

Yoduro de potasio (KI)
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e Buffer de carbonato

e Buffer de acetato de potasio

e Buffer de referencia color rojo pH 4.01+/- 0.01

e Buffer fe referencia color amarillo pH 7.00

e Buffer de referencia color azul pH10.0

e Acetona

e Agua destilada

e Alcohol etilico absoluto 99.5 %, (JALMEK).

e Hidréxido de sodio (NaOH), pm: 39.997g/mol. (JALMEK).

8 METODOLOGIA

8.1 Preparacion de los electrodos

Electrodo de trabajo
Primeramente pulié el electrodo trabajo (carbén vitreo) con alimina en polvo durante
un tiempo de 5 minutos, enjuagué bien el electrodo con agua destilada, coloqué el

electrodo ya limpio en un bafio de ultrasonido durante 2 ciclos de 3 minutos.

Electrodo de referencia
El electrodo de referencia (plata) limpie cuidadosamente con un papel primeramente

con agua destilada, y luego con alcohol etilico, dejando seco por total el electrodo.

Electrodo auxiliar
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El electrodo auxiliar (platino) limpie cuidadosamente con un papel primeramente con

agua destilada, y luego con alcohol etilico, dejando secar totalmente.

8.2 Preparacion de la muestra

En un mortero se coloca la muestra de ajo o cacao, 20ml de solucién agua etanol
(60:40 %), se tritura la muestra y a continuacién se vacio en un vaso de precipitado y
se agité en una parrilla con agitador magnético durante 50minutos. Posteriormente
se filtr6 y se recolecto el filtrado en un matraz de aforacion de 50ml y aplicando 4
ciclos de ultrasonido.

8.3 Preparacion de buffer acetato pH 4

Primero es calibrar el potenciometro con pH 4y pH 7.

El buffer de acetato de potasio pH4 nos da con la mezcla de acetato de potasio +
solucion acido aceético glacial, aforando con agua destilada.

Posteriormente realizando reglas de 3, se puede sacar la cantidad de soluciéon Ay B
para preparar el buffer de acetato para 25 ml.

Donde la Solucion A (acido acético)= 11.55ml acido acético glacial / litros (A, 0.2M),

y la Solucion B (acetato de potasio) = 19.6g acetato de potasio / litros (A, 0.2M).

11.55ml 1000ml
Solucion A X 25ml
(Acido acético)
X =0.2887ml
Solucién B 19.69r 1000ml
(Acetato de potasio) X 25ml
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X =0.49¢r

La mezcla dio un pH de 3.91 y se necesitdbamos a pH 4, lo que se realiza es disolver
2 lentejas de hidroxido de potasio en aproximadamente 20 ml de agua destilada y
posteriormente ir agregando gota por gota de dicha solucién a la mezcla para asi

poder alcanzar el pH 4.

8.4 Preparacion de buffer acetato pH 6

Se peso6 3.45 g de fosfato de potasio PM; 137.99, diluyendo en aproximadamente
175ml de agua destilada, para posteriormente medir el pH con el potenciometro y si
no se obtiene el pH requerido podemos agregar NaOH gota por gota, hasta alcanzar
el pH 6.

Por ultimo obteniendo el pH requerido, luego se afora en un matraz de aforacion de

250ml con agua destilada.

8.5 Preparacion de cloruro de potasio (KCI) 0.1 M.

Principalmente se tiene que saber el peso molecular del KCl el cual es de PM: 74.6
gr/mol, después se multiplica (0.1M) (0.03L), esto es la cantidad que requerimos en
litros el resultado de la multiplicacion es de 0.003 Mol/L, después multiplicar el
(0.003Mol/L) (74.46gr/mol) que es el PM del KCI, como resultado es 0.22 gr/L. esto

es lo que se requiere de KCl en 30ml de agua destilada quedando a 0.1M.
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9 RESULTADOS

Fue una muestra de 3.438gr de ajo aforado a 50ml en solucion agua, alcohol (40; 60
%). Se utilizaron como electrodos de trabajo carbon vitreo, de referencia (Ag/AgNO3)
en el mismo solvente de la muestra todo en un tubo con un extremo con vidrio
poroso) y auxiliar de platino, haciéndose un barrido de potencial de -100 mV a 800
mV a 100 mV/s en una solucion de KCI 0.1 M en agua/etanol. Se observo un pico de

oxidacion a 245 mV. Como se observa en la (figura 7)
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Muestra 1 de ajo
200

100

1000 800 600 400 200 0 -200
-100

-200
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-300
-400
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E(mV)

Figura 7. Grafica de oxidacion de ajo concentrado.

La muestra de ajo, tomando 2.5 ml de la muestra de 3.438gr. Posteriormente fue
aforado con buffer de acetato pH 4 0.1M. A 50ml, haciéndose un barrido de
potencial de -100 mV a 800 mV a 100 mV/s en una solucién buffer de acetatos a pH

4. Se observé un pico de oxidacion a 164.7 mV en la (figura 8).
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Muestra 2 de ajo
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-100
-150

-200
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Figura 8. Grafica de ajo con buffer de acetato de pH 4.

La muestra de ajo, tomando 2.5 ml de la muestra de 3.438gr. Aforando a 50ml con
buffer de acetato pH 6, 0.1M. Haciéndose un barrido de potencial de -100 mV a 800
mV a 100 mV/s en una solucion buffer de acetatos a pH 6. Se observé un pico de

oxidacion a 100 mV en la (figura 9).

43



Muestra 3 de ajo

1000 800 600 400 2 2008
-50 =

-100
-150

-200
E(mV)

Figura 9. Grafica de ajo con buffer de acetato de pH 6

Es muestra de 3.213gr de ajo aforado a 50ml agua, etanol (40,60 %), se utilizaron
como electrodos de trabajo carbén vitreo, de referencia (Ag/AgNO3 ) en el mismo
solvente de la muestra todo en un tubo con un extremo con vidrio poroso) y auxiliar
de platino. Haciéndose un barrido de potencial de -100 mV a 800 mV a 100 mV/s. Se

observo un pico de oxidaciéon a 273.33 mV en la (figura 10).
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Muestra 4 de ajo

1000 -400

i(HA)

E(mV)

Figura 10. Grafica de oxidacion de ajo

En esta grafica fue tomada 1g de muestra en solucion agua, alcohol (40; 60 %). se
utilizaron como electrodos de trabajo carbéon vitreo, de referencia (Ag/AgNO3 en el
mismo solvente de la muestra todo en un tubo con un extremo con vidrio poroso) y
auxiliar de platino, haciéndose un barrido de potencial de -100 mV a 800 mV a 100

mV/s. Se observé un pico de oxidacion a 269.2 mV en la (figura 11).
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Muestra 1 de cacao

1500
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i(LA)

-500

-1000
E(mV)

Figura 11. Grafica cacao concentrado.

10 DISCUSION

Los antioxidantes presentes en el ajo incluyen: aliina, acido sulfénico, alicina,
polisulfuros, alil cisteina, vinilditinas y flavonoides. Los antioxidantes en las muestras
de ajo descritas anteriormente se cuantificaron mediante la técnica electroquimica de
voltamperometria ciclica, la cual hasta donde tenemos conocimiento, no se ha

publicado con anterioridad para la realizacion de este tipo de estudios en el ajo. Para
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analizar el extracto de ajo filtrado con equipo Millipore, se utilizaron como electrodos
de trabajo carbon vitreo, de referencia (Ag/AgNO3 ) en el mismo solvente de la
muestra todo en un tubo con un extremo con vidrio poroso) y auxiliar de platino,
haciéndose un barrido de potencial de -100 mV a 800 mV a 100 mV/s en una
solucién de KCI 0.1 M en agua/etanol (figura 7). Se observé un pico de oxidacion a
245 mV.

Se realiz6 otro experimento igual pero en lugar de filtrar el extracto de ajo en equipo
Millipore, se centrifugé y decanté la muestra y se utilizaron como electrodos de
trabajo carbon vitreo, de referencia (Ag/AgNO3 en el mismo solvente de la muestra
todo en un tubo con un extremo con vidrio poroso) y auxiliar de platino, haciéndose
un barrido de potencial de -100 mV a 800 mV a 100 mV/s (figura 10).

Se observo un pico de oxidacion a 273.33 mV. Se utilizaron como electrodos de
trabajo carbon vitreo, de referencia (Ag/AgNO3; en el mismo solvente de la muestra
todo en un tubo con un extremo con vidrio poroso) y auxiliar de platino, haciéndose
un barrido de potencial de -100 mV a 800 mV a 100 mV/s en una solucion buffer de
acetatos a pH 4 (figura 8). Se observé un pico de oxidacion a 164.7 mV.

Se utilizaron como electrodos de trabajo carbdn vitreo, de referencia (Ag/AgNO3 en el
mismo solvente de la muestra todo en un tubo con un extremo con vidrio poroso) y
auxiliar de platino, haciéndose un barrido de potencial de -100 mV a 800 mV a 100
mV/s en una solucion buffer de acetatos a pH 6 (figura 9). Se observé un pico de

oxidacion a 100 mV.

Para analizar el extracto de cacao, se utilizaron como electrodos de trabajo carbén
vitreo, de referencia (Ag/AgNO3 en el mismo solvente de la muestra todo en un tubo
con un extremo con vidrio poroso) y auxiliar de platino, haciéndose un barrido de
potencial de -100 mV a 800 mV a 100 mV/s (figura 11). Se observé un pico de
oxidacion a 269.2 mV.

Estos son los Unicos picos que se observaron en los voltamperogramas, lo que indica

gue los antioxidantes observados estan indicados por esos picos de oxidacion y son
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agentes reductores relativamente fuertes, y debido a su altura de pico, la cual en
todos los casos fue mayor a los 100 pA, su capacidad antioxidante es

considerablemente grande.

11 CONCLUSION

De acuerdo con nuestros objetivos planteados podemos concluir que se cumplieron
bien. Puesto que si identificamos presencia de antioxidantes en ajo y cacao por la
técnica de voltamperometria ciclica, en las gréficas de resultados podemos identificar
la capacidad de antioxidantes presentes en el cacao y ajo a través del pico de
oxidacion presente, como también podemos identificar el potencial de antioxidante a

través de la fuerza en mV en la que esta actla.

Se puede concluir que la fuerza de los antioxidantes del cacao esta de acuerdo a los

valores reportados en la literaturaREF y los antioxidantes del ajo a los diferentes
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valores de pH estudiados, son mas potentes que los antioxidantes que contiene el

cacao particularmente los flavonoides del tipo catequina.
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