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RESUMEN:

El presente estudio evaluod la actividad antiinflamatoria in vitro de barras de
chocolate al 70% cacao enriquecido con harina de Shipalpal (Valeriana tomentosa
kunt). Se formularon cinco variaciones de chocolate utilizando un disefio de mezclas
Centroide Simplex, ajustando las proporciones de Shipalpal y azicar. Se analizaron
sus propiedades fisicoquimicas, incluyendo fenoles, textura, color, humedad, grasa,
proteina y cenizas, asi como su aceptabilidad sensorial.

Los resultados evidenciaron un incremento en fenoles de hasta un 14%, en
muestras con mayor contenido de Shipalpal, junto con una reduccién en la produccioén
de oxido nitrico, sugiriendo un potencial efecto antiinflamatorio. Se concluye que la
incorporacion de Shipalpal en chocolate es viable y beneficiosa, aunque se
recomienda optimizar su textura y estabilidad sensorial para mejorar su aplicacion en
la industria alimentaria funcional.

Palabras clave: chocolate, funcional, Shipalpal, fenoles, antioxidantes,
antiinflamatorio.
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ABSTRACT:

The present study evaluated the in vifro anti-inflammatory activity of 70%
cocoa chocolate bars enriched with Shipalpal (Valeriana tomentosa kunt) flour. Five
chocolate variations were formulated using a Centroid Simplex sample design,
adjusting the proportions of Shipalpal and sugar. Their physicochemical properties
were analyzed, including phenols, texture, color, moisture, fat, protein and ash, as
well as their sensory acceptability.

The results showed an increase in phenols, proteins and minerals in samples
with higher Shipalpal content, together with a reduction in nitric oxide production,
suggesting a potential anti-inflammatory effect. It is concluded that the incorporation
of Shipalpal in chocolate is feasible and beneficial, although it is recommended to
optimize its texture and sensory stability to improve its application in the functional
food industry.

Keywords: chocolate, functional, Shipalpal, phenols, antioxidants, anti-
inflammatory.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

La creciente demanda de alimentos funcionales ha impulsado la creacion de productos
que ademdas de nutritivos, aporten beneficios a la salud. En este contexto, el cacao
(Theobroma cacao), rico en polifenoles y compuestos bioactivos, con propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias, se ha convertido en un ingrediente clave para el

desarrollo de alimentos funcionales (Chire & Urena, 2023).

Paralelamente, ingredientes tradicionales como el Shipalpal (Valeriana tomentosa),
ampliamente utilizando en la etnomedicina andina del Ecuador, estd ganando
protagonismo por sus propiedades terapéuticas (FAO, 2023). La combinacion de ambos
en una barra de chocolate, podria representar una alternativa innovadora con valor

funcional cultural (Gross et al., 2015).

Este estudio propone la formulaciéon de un chocolate 70% cacao enriquecido con
harina de Shipalpal, y evaluar su actividad antiinflamatoria in vitro, sentando bases para

futuras aplicaciones en salud humana.

Poblet et al. (2023) ha afirmado lo siguiente: La gastritis es la inflamacion de la mucosa
gastrica y puede presentarse en forma aguda o cronica. Aunque a veces es asintomatica,

puede manifestarse con sintomas como ardor estomacal, nduseas o hemorragias digestivas.

Sus causas incluyen el consumo excesivo de alcohol, ciertos medicamentos,
infecciones por helicobacter pylori, anemia perniciosa o reflujo biliar. Su diagnostico
requiere biopsia y su evolucion puede derivar en gastritis atréfica o metaplasia intestinal

(Del Angel et al., 2022).

El cacao se distingue por su aporte de compuestos como polifenoles, flavonoides,
metilxantinas como: cafeina y teobromina, que le confieren efectos antioxidantes,
antinflamatorios, cardioprotector y estimulante (Finut & fen, 2024). Es fuente natural de
minerales esenciales como el magnesio, fosforo y zinc, los cuales desempefian un papel
fundamental en funciones clave del organismo, como el fortalecimiento del sistema

inmunologico y la produccion de energia (Planells Elena Maria et al., 2021).

Mas alla de sus atractivas cualidades sensoriales, el consumo de cacao y sus derivados

puede contribuir a la reduccion de la presion arterial y generar efectos positivos en los

1



factores de riesgo cardiovascular, lo que amplia su potencial como alimento funcional con

beneficios reales para la salud (Oracz & Nebesny, 2016).

Segun la normativa del marco legal de la uniéon Europea, RD 1055/2003
(Reglamentacion Técnico-Sanitaria sobre los productos de cacao y chocolate para la
alimentacion humana), el chocolate se define como un producto elaborado a partir de
derivados del cacao y azicares, que debe contener al menos un 35% de materia seca total
de cacao. Dentro de este porcentaje, como minimo un 18% debe corresponder a manteca

de cacao y un 14% a cacao desgrasado en seco.

En el caso del chocolate negro, este se caracteriza por tener un contenido alin mayor
de cacao, lo que se traduce en una mayor concentracion de materia seca, intensificando
tanto su sabor como sus propiedades nutricionales. Ademas de sus cualidades sensoriales,
el chocolate contiene compuestos como la feniletilamina, una sustancia relacionada con la
sensacion de bienestar y felicidad que muchas personas experimentan al consumirlo

(Chipre& Urefia, 2023).

Ademas, el cacao en polvo se ha convertido en la base de productos funcionales que
combinan sabor, nutriciéon y bienestar emocional gracias a su capacidad para generar

sensaciones de placer y equilibrio emocional (Grefio et al., 2022).

Por otra parte, el Shipalpal (Valeriana tomentosa kunt) es una planta medicinal usada
por las comunidades que habitan en la region andina de la misma Familia de las

Valerianécea (Peter J. Houghton, 1997).

Desde 1995, se han desarrollado importantes esfuerzos para documentar, por medio
colecciones botadnicas y estudios etnobotanicos en distintas zonas del Ecuador, los usos
ancestrales de esta planta. Estas investigaciones han incluido visitas a mercados y
hierberias en las principales ciudades andinas, con el fin de verificar la identidad de las
especies utilizadas por curanderos y sabios populares para tratar malestares a nivel

digestivo (Ceron et al., 2006).



CAPITULO 2
MATERIALES Y METODOS

2.1 Muestras de Cacao (Theobroma cacao)

Las muestras de cacao utilizadas en este estudio (cinco muestras con una réplica cada
una) fueron proporcionadas por la empresa Hannan. Cada muestra esta compuesta por un
75% de cacao del genotipo CCN51 y un 25% de cacao de la variedad Nacional, ambos
sometidos a un proceso de fermentacion controlada de acuerdo a estdndares desarrollados
por la finca Blanca Armijos, durante 10 dias. Posteriormente, los granos fueron secados,
tostados, descascarillados manualmente y molidos en un molino artesanal. Una vez en el
laboratorio, las muestras fueron refinadas durante 24 horas utilizando una refinadora
(PREMIER, PG-508, Ecuador) para alcanzar la textura y homogeneidad deseadas. Tras la
formulacion, los chocolates resultantes fueron envasados en fundas aluminizadas y
almacenados a temperatura ambiente (20 °C), garantizando su estabilidad y conservacion

optima.

2.2 Muestras de Shipalpal (Valeriana tomentosa Kunt)

Las muestras de plantas de Shipalpal (Valeriana tomentosa Kunt), se obtuvieron de la
zona rural de la ciudad de Cuenca, en la parroquia Sayausi (-2.947272, -79.152844). La
seleccion del area se basod en referencias etnobotdnicas que indican la presencia de esta
especie en ecosistemas andino (Cordero, 1989). Las muestras fueron transportadas en
condiciones controladas, a 18 °C en contenedor térmico, aisladas de ambiente, hasta el
taller de procesamiento de Hannan. Se procedio6 a la eliminacion de impurezas, de forma
manual, para continuar con el proceso de deshidratacion a 40 °C por 8 horas utilizando un
deshidratador (Ronco, FD6000VVHGEN, China). La temperatura se selecciond con base
en estudios previos que indican la estabilidad de los compuestos antioxidantes en estas
(Martinez-Pinilla et al., 2015). Posteriormente se resguardaron las muestras en fundas
herméticas aluminizadas a 20 °C. Las muestras se trituraron mediante un molino de
cuchillas de acero inoxidable (Hamilton Beach, 80335G, China). Posteriormente, se realizo
un tamizado con un tamiz de 0,45 mM, para obtener una distribucion homogénea de

particula. La harina obtenida se almaceno en fundas herméticas de aluminio a 20 °C.



2.3 Formulacion y Elaboracion del Chocolate con Shipalpal

Se elaboraron cinco formulaciones de chocolate al 70% cacao con diferentes
concentraciones de Shipalpal y azucar, segin un disefio de mezcla Centroide Simplex

utilizando Minitab con la distribucion de la Tabla 1. (Montgomery, 2017).

Tabla 1. Diserio de Mezclas Centroide Simplex.

Orden Est Orden Corrida Tipo Pt Bloques Azicar Shipalpal
1 1 1 1 1 0
2 2 1 1 0 1
3 3 0 1 0,5 0,5
4 4 -1 1 0,75 0,25
5 5 -1 1 0,25 0,75
6 6 1 1 1 0
7 7 1 1 0 1
8 8 0 1 0,5 0,5
9 9 -1 1 0,75 0,25
10 10 -1 1 0,25 0,75

Para los resultados finales se realizaron promedios entre las muestras originales con sus réplicas respectivamente.

2.4 Desgrasado de las muestras

Las muestras fueron desgrasadas siguiendo el protocolo de Grefio et al. (2022) con
ligeras modificaciones. Se pesaron 3 g de muestra de cacao y se adicionaron 30 mL de
hexano, se homogenizd, se filtr6 con papel filtro Whatman #1, y el filtrado se colocé en
una campana de flujo laminar (ESCO, SPD 4A2, Singapur) durante 72 horas (Grefio et al.,
2022).

2.5 Perfil bromatologico
2.5.1 Contenido de Humedad

El contenido de humedad se determiné siguiendo el método de la AOAC 931.04. Para
ello, se tomaron 5 g de muestra y se colocaron en un crisol previamente pesado.
Posteriormente, la muestra fue sometida a secado en estufa a una temperatura controlada
de 103 £ 2 °C durante 24 horas. Finalizado este proceso, se dejé reposar en un desecador
por 1 hora, permitiendo su enfriamiento en condiciones controladas. Finalmente, se realizé
un pesaje final del crisol con la muestra seca (Salazar et al., 2020). Se calcul¢ el porcentaje

de humedad con la siguiente ecuacion:



% Humedad =(M) x100

1

Donde:
Pi = peso inicial de la muestra en gramos antes de la prueba

pf=peso final en gramos de la muestra después de la prueba

2.5.2 Contenido de Grasa

Para este andlisis se siguid el método establecido por la AOAC 963.15-1973. Se
pesaron 2,5 g de muestra seca y se llevo a cabo un proceso de hidrdlisis acida utilizando
HCI 6N. Inicialmente, la muestra se mezclo con 22,5 mL de agua desionizada caliente y,
una vez alcanzada la temperatura adecuada, se afiadieron 27,5 mL de 4cido, manteniendo
la solucion en ebullicion durante 15 minutos. Luego de este proceso, la muestra fue filtrada
con papel filtro Whatman #1 y secada en estufa a 60 °C durante 12 horas. Posteriormente,
las muestras secas fueron colocadas en dedales de celulosa y sometidas a un proceso de
extraccion de grasa utilizando un equipo Soxhlet (Manon, SOX406, Alemania). La
extraccion se llevo a cabo bajo los siguientes parametros: 1 hora de inmersion en 50 mL de
éter de petroleo, 1 hora de lavado y 15 minutos de recuperacion, garantizando una

extraccion eficiente de los lipidos presentes en la muestra (NTE INEN 174, 1986).

El porcentaje de grasa total de la muestra original de chocolate, fue calculado de

acuerdo a la Ecuacion 1. (NTE INEN 174, 1986).

PVg_PVv

% Grasa =( )XIOO

(Ec. 1)
Donde:
PVg: peso en gramos de vaso con grasa
PVv. Peso en gramos de vaso vacio

Pm: peso en gramos de la muestra



2.5.3 Contenido de Proteina

Para esta determinacion se implement6 el método de la AOAC 970.22. Para ello se

siguieron las tres etapas del método de Kjeldahl:

Digestion: se pesaron 0,5 g de muestra seca y se colocaron en tubos de digestion con
20 mL de 4cido sulfarico concentrado, dejandolos en reposo por 12 horas. Para facilitar la
reaccion, se afiadieron 2,0 g de sulfato de potasio y 0,5 g de sulfato de cobre como
catalizadores. Luego, los tubos fueron sometidos a un proceso de digestion térmica en un
digestor (Velp Scientific, DK Heating Digester, Italia) bajo un perfil de calentamiento
escalonado: 150 °C por 15 minutos, 250 °C por 20 minutos 400 °C por 120 minutos,
Finalizado el proceso, las muestras se dejaron enfriar antes de continuar con la siguiente
etapa. Destilacion: Las muestras digeridas fueron sometidas a destilacion utilizando 100
mL de hidroxido de sodio al 30% durante 5 minutos, junto con 100 mL de &cido bdrico. El
procedimiento se llevdo a cabo en un destilador (Velp Scientifica, UDK 129, Italia),
asegurando la correcta captura del nitrégeno liberado en la digestion. Titulacion:
Finalmente, se realizo la titulacidn con una solucidn valorada de acido clorhidrico 0.09241
N, registrando el volumen gastado en cada muestra para el célculo del contenido de

proteinas (Forte et al., 2023).

El porcentaje de proteina total de la muestra original de chocolate, fue calculado de

acuerdo a la siguiente ecuacion (Cerit et al., 2024).

, 14x(Vm—-Vb)xNxF
% Proteina =( ( p)

Pm

(Ec. 2)
Donde:
Vm. Volumen gastado en mililitros de HCI de la muestra
Vb: Volumen gastado en mililitros de HCI del blanco
N: Normalidad de HCI
Fp: Factor proteico

Pm: Peso en gramos de la muestra



2.5.4 Contenido de Cenizas

Para la determinacion de este parametro se siguid el método propuesto por la AOAC
972.15. Se pesaron 3 g de chocolate en un crisol previamente tarado. Luego, el crisol con
la muestra fue colocado en una mufla y sometido a 600 °C durante 8 horas, permitiendo la
incineracion completa de la materia orgéanica. Tras este proceso, las muestras fueron
enfriadas en un desecador durante 1 hora y finalmente fueron pesadas (Armenta Roncancio

etal., 2023).

El porcentaje de cenizas de la muestra original de chocolate, fue calculado mediante la
siguiente ecuacion:

% Cenizas = (?)X 100

m

(Ec. 3)
Donde:
CC: peso en gramos del crisol mas cenizas
C: peso en gramos del crisol vacio

Pm. Peso en gramos de la muestra

2.6 Determinacion del contenido fenolico total

La cuantificacion del contenido de fenoles totales se llevo a cabo empleando el método
de Folin-Ciocalteu, segtin lo descrito por La Mantia et al. (2023), con pequefias variaciones:
se pesaron 2 g muestra de cacao desgrasado con 3,5 mL de una dilucién de etanol 75%. Se
centrifugo las muestras a 750 rpm durante 10 minutos, y se tomaron 100 pL del
sobrenadante, los cuales se diluyeron en 3,9 mL de agua destilada. A esta solucion se le
afnadieron 0,25 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu y 0,75 mL de una solucion de carbonato
de sodio al 20% m/v. La mezcla se mantuvo en oscuridad durante 2 horas para permitir la
reaccion, y posteriormente se midid la absorbancia a 760 nm utilizando un
espectrofotometro de microplacas (BioTek Epoch). El contenido de polifenoles se calculd
con base en una curva de calibracién generada con acido galico, y los resultados se
expresaron en miligramos de equivalentes de acido galico por gramo de muestra (mg

GAE/g).



2.7 Analisis de Textura

Para este analisis se determiné la dureza de las barras de chocolate mediante un
Texturometro (TA-TXT Plus C, Modelo1SOX406, Italia) usando la sonda Warner-Blatzler
con 1; 0,50 y 10 mm/seg de velocidad antes, durante y después del test respectivamente,
una distancia de 10 mm de penetracion y una distancia de calibracion de 50 mm, los

resultados fueron expresados en gramos fuerza (Zari¢ et al. 2024).

2.8 Determinacion de Color

El andlisis de colorimetria se llevdo a cabo utilizando un colorimetro espectral
(Lovibond, LC 100 y SV 100, Alemania), aplicando una metodologia precisa para
garantizar la uniformidad en las mediciones. Se trabajo bajo el modelo de color CIE
L*a*b*, con un limite de variacion AE < 2.0, asegurando una alta reproducibilidad en los
resultados. Para cada muestra, se realizaron tres mediciones independientes, utilizando una
iluminacion estdndar D65 a 10°, optimizando asi la evaluacion objetiva del color en las

formulaciones analizadas (Das et al., 2020).

El anélisis de datos se realizé mediante la determinacion del indice de color aplicando

la siguiente ecuacion (Vignoni et al., 2006):

ax 1000
Lxb

IC=

IC= indice de color

L, a, b: valores dados por instrumento colorimetro

2.9 Analisis Sensorial

Se realizé un anélisis sensorial para evaluar las caracteristicas organolépticas de las
muestras, para ello se conformd un panel de 100 participantes, quienes fueron previamente
instruidos sobre los atributos a evaluar. Cada participante recibi6 una ficha de catacion con
una escala hedénica de 9 puntos, donde 1 representaba "me desagrada muchisimo" y 9,
"me gusta muchisimo”. Las muestras se almacenaron a 18 °C y se presentaron en porciones
de 1 g, codificadas aleatoriamente para evitar sesgos. Ademas, se proporciond agua entre
cada degustacion para limpiar el paladar y evitar interferencias de sabor. (Hanriender

Dietlind, 2021).



Tabla 2. Caracteristicas para la evaluacion sensorial del chocolate.

Sabor - Aroma Textura Amargor Dulzor
Chocolate Terroso 1-9 1-9
Herbal Crujiente
Frutal Fluido
Citricos Viscoso

Frutos Secos Cremoso
Frutos Rojos Espeso
Especias
Rancio
Moho

La tabla presenta los parametros que se mediran en la prueba sensorial, para algunos casos se medira en una

escalade Il a9.

2.10 Analisis Celular

Se aplicéd la metodologia descrita por Serena-Romero et al., (2023). Las células Hep-
G2 (hepatocarcinoma) se cultivaron en medio DMEM (medio Eagle modificado de
Dulbecco) suplementado con 10% de suero bovino fetal 1% de antibidtico, e incubadas a
37 °Cy 5% de CO: en una incubadora (Thermo Cientific, IHM 100-S, Estados Unidos).
Una vez alcanzada la confluencia, las células se sembraron en placas de 96 pocillos,
depositando 100 pl por pocillo, permitiendo su adhesion durante 24 horas. Para proceder a
someter a células a estrés, el medio fue reemplazado por DMEM con 1 mM de
lipopolisacarido LPS, manteniendo las mismas condiciones durante otras 24 horas.
Después de 24 horas, se renové el medio con las muestras a 50 pL por cada suspension, y
se utilizo glibenclamida (100 mM) como control positivo. La etapa de tratamiento duré 4

horas.

Finalmente, se midi6 la concentracion de 6xido nitrico en el medio con un kit de ensayo
Griess (invitrogen), tomando lecturas a 540 nm en un lector de microplacas. Utilizando una
curva de calibracién de 6xido nitrico (curva de calibracion 100uM/mL, 50 pM/mL, 25

uM/mL,12.5 uM/mL, 6.25 uM/mL, 3,125 uM/mL).



CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSIONES
3.1 Perfil bromatologico

El perfil bromatolégico de las barras de chocolate enriquecidas con Shipalpal en
diferentes concentraciones se muestra en la Tabla 3. Los parametros analizados se expresan
en peso seco. La incorporacion progresiva de Shipalpal en la formulacion influyo
significativamente en las propiedades fisicoquimicas del chocolate, evidenciando un
incremento en los pardmetros analizados. En particular, las muestras M4 y M5 presentan
mayor variabilidad en los resultados de humedad y grasa atribuidas por la naturaleza

higroscopica y lipidica del Shipalpal.

Un estudio realizado por Polinski et al., (2021), en el que incorpora extracto de sauco
(Sambucus nigra L.) al chocolate, presenta valores similares y tendencia al incremento de
humedad con valores que pasan de 0.30% en muestra control a 0.73% en formulacion con
sauco. En cuanto al contenido graso se observd una disminucion de 32.91% en muestra
control a 29,69% en formulacion con sauco. Por otra parte, la investigacion realizada por
Gramza-Michatowska et al., (2021), en el que se evalud chocolate enriquecido con extracto
de té amarillo Camellia sinensis, presentd cambios leves en la composicion bromatologica
en donde 1 contenido de cenizas presentd una variacion minima de 1.76% en la muestra
control a 1.73% en la muestra con té. En cuanto a proteina se registrd un incremento de
6.52% en muestra control a 6.75% en muestra con t¢; y en carbohidratos, un aumento leve

de 61.91% en muestra control a 62.19% en muestra con té.

Fernandez et al.,( 2014.), en su estudio reporta valores similares en chocolate 70%,
con un contenido de humedad de 1.72% y grasa del 38.75% valores cercanos a los de la

muestra M1 en esta investigacion.

Estos estudios respaldan que al agregar solidos a la formulacion de un chocolate genera
variaciones en su perfil bromatolégico, A mayor cantidad de solidos afiadidos mayor sera

la fluctuacioén en los parametros.
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Tabla 3. Composicion proximal de barras de chocolate con diferentes

concentraciones de Shipalpal.

Parametros Muestra
M1 M2 M3 M4 M5
Humedad 0.92+0.07 1.02+0.07 1.05+0.10 1.17+0.16 1.28+0.09
Grasa 0.52+0.04 42.93+0.03 44.71+1.48 49.75+0.74 54.67+1.54
Proteina 10.48+0.15 10.67+012 11.18+0.06 11,3740.15 12.36+0.06
Cenizas 2.06+0.12 2.20+0.03 2.46+0.13 2.78+0.03 3.17+0.08
Carbohidratos totales 46.02 43.18 40.60 34.93 28.52

La tabla presenta los valores proximales de cada una de las muestras donde M1: aziicar 100% - Shipalpal

0%, M2: azucar 0% - Shipalpal 100% ; M3: aziicar 50% - Shipalpal 50%, M4: azucar 75% - Shipalpal 25%,; M5:

azucar 25% - Shipalpal 75%

3.2 Contenido fenolico

La Figura 1, muestra que a medida que aumenta la proporcion de Shipalpal en las

formulaciones, también se eleva el contenido de fenoles totales en las muestras. De acuerdo

al anélisis no existe diferencia significativa entre las muestras analizadas, aunque las

muestras M4 6,30 mg GAE/g y M5 6,28 mg GAE/g presentan una ligera dispersion con

valores similares, muestran mayor contenido de fenoles en comparacion a la muestra M1

5,54 mg GAE/g solo chocolate, el incremento progresivo de fenoles sigue siendo

consistente y confirma la contribucion de Shipalpal a este compuesto bioactivo.

O B N W b U1 O N OO ©

B Fenoles Totales

: aztcar 100% - shipalpal 0%
: azhcar 0% - shipalpal 100%
: azhcar 50% - shipalpal 50%

A
A
M1
A M2
A M3
A M4
I i i MSs:
M1 M2 M3 M4 M5

azucar 75% - shipalpal 25%
azucar 25% - shipalpal 75%

Las medidas comparten una misma letra, por lo que no existe diferencia significativa (Tukey, p<0,05).

Figura 1. Contenido fendlico total mediante Folin-Ciocalteau en diferentes muestras

de chocolate 70%, con azucar y Shipalpal proporcionalmente.
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Los resultados obtenidos en esta investigacion evidencian una menor concentracion de
compuestos fendlicos en comparacion con los reportados por Chire & Urefia (2023), donde
se determind que un chocolate al 70% elaborado con cacao de la variedad nacional puede
alcanzar valores promedio de hasta 22,02 mg GAE/g. En contraste, la presente
investigacion utilizé6 como base un chocolate al 70% formulado con cacao del genotipo
CCN-51 obteniendo valores de 6.22 mg GAE/g, esto se debe a la variedad empleada, ya
que, si bien es reconocida por su alto rendimiento y adaptabilidad agronémica, ha
demostrado tener menor contenido de polifenoles, en comparacion con genotipos nativos
o criollos, lo cual explica la diferencia observada. Por otra parte, la investigacion de
Polinski et al. (2021), en la cual se utiliza extracto de hojas de sauco (Sambucus nigra L)
para enriquecer un chocolate 70%, muestra un incremento en el contenido fenoélico total de
la muestra control que presentd 13.55 mg GAE/g a 18.48 mg GAE/g en muestra con

extracto de sauco.

La incorporacion de extractos de plantas como es el Shipalpal permiti6 evidenciar un
incremento progresivo en los niveles de compuestos fenodlicos conforme se aumenta su

concentracion en la formulacion del chocolate.

3.3 Texturometria

En la Figura 2, la textura del chocolate se muestra influenciada por la cantidad de
Shipalpal utilizada en las formulaciones. Se observa una disminucion en la firmeza en las
muestras con proporciones intermedias de Shipalpal, mientras que las formulaciones con
mayor concentracion recuperan parte de esa consistencia. Sin embargo, la variabilidad en
la muestra M5 indica que seria conveniente ajustar y optimizar el proceso para lograr una
textura mas homogénea y estable en el producto final. En el estudio de Zari¢€ et al., (2024),
se reporta que la dureza de un chocolate 70% alcanza un valor de 4994 g ligeramente
superior al registrado en la presente investigacion, donde la muestra control M1 presentd
una dureza de 3827.75 g. Por su parte la investigacion de Murariu et al., (2024), evidencid
un aumento moderado en la dureza del chocolate tras la incorporacion del 5% de polvo de
espino amarillo ( Hippophae rhamnoides L.) pasando de 713.79 g en muestra control a
724.2 g en la muestra enriquecida. En contraste el estudio de Bel$¢ak-Cvitanovi¢ et al.,
(2012), reporta una disminucion en la dureza del chocolate al anadir 3% de extracto de
hojas de frambuesa roja (Rubus idaeus L.), descendiendo de 3830.5 g en la muestra control

a 3782.4 g en la muestra con inclusion. Estos resultados confirman que la adicion de
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ingredientes vegetales puede modificar significativamente la textura del chocolate, ya sea
aumentando o disminuyendo su firmeza, dependiendo de la naturaleza y concentracion del
compuesto afiadido.
A

M1: azucar 100% - shipalpal 0%

4000 M2: azacar 0% - shipalpal 100%
3500 M3: azucar 50% - shipalpal 50%

A
A
A -
3000 M4: azicar 75% - shipalpal 25%
MS: azlcar 25% - shipalpal 75%
2500
2000
1500
1000
500
0
M1 M2 M3 M4 M5

Muestra

Firmeza (g fuerza)

Las medidas comparten una misma letra, por lo que no existe diferencia significativa (Tukey, p<0,05) .

Figura 2. Analisis de Textura de las diferentes muestras de chocolate al 70%, con aztcar

y Shipalpal formulado en diferentes proporciones.

3.4 Colorimetria

En la Figura 3 se visualiza la colorimetria de cada una de las muestras desarrolladas,
se revela una tendencia clara y progresiva en el espacio CIELAB. En la muestra control
M1, que contiene Unicamente chocolate sin adiciéon de Shipalpal se obtuvieron valores
iniciales de L*=21.45 (luminosidad), a* =12.65 (tono rojo) y b*=9.47 (tono amarillo). A
medida que se incrementa la proporcion de Shipalpal en las muestras, estos valores
disminuyen, alcanzando en la muestra M5 con la mayor concentracién de Shipalpal los
valores de L*= 18.17, a*= 6.30 y b*= 4.29. Evidenciando reduccion de luminosidad y
saturacion de matices rojos y amarillos. Estas variaciones pueden atribuirse a compuestos
propios del Shipalpal que modifican la matriz croméatica del chocolate. Por lo que el
Shipalpal no solo influye en las propiedades funcionales si no también en su apariencia.
Otras investigaciones demuestran que la incorporacion de extractos puede modificar
significativamente los parametros de color, como ejemplo Bazyar et al. (2025), en su
estudio muestra cambios de color en su formulaciéon de chocolate con Ganoderma
Lucidum. Pasado de los valores de L*=31.8, a*= 74.20 b*=12.4 en su muestra control de

chocolate sin extracto, a valores cambiantes L*=26.4, a*=79.5, b*= 9.4 en su muestra con
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un agregado del 5% de extracto. De manera similar el estudio de, reporta también un
cambio cromatico en su formulacion de chocolate con un 5% de polvo de H. rhamnoides,
donde los valores pasaron de L*= 44, a*= 5.7, b*= 36 en muestra control a L*= 45, a*=
7.6, b*= 34 en la muestra tratada, mostrando ligeras modificaciones en los tonos rojos y
amarillos. Abedini et al., (2023), en su estudio caracteriza un chocolate oscuro con valores
L*=27.3, a*= 5.6, b*= 4.4, muy cercanos a los valores observados en la muestra control
de esta investigacion M1. Reafirmando que la adicion de extractos a una formulacion de

chocolate genera cambios visibles en el perfil cromatico.

22
20
18
16
14

AB
B
12
B
10 i AB
AB
I

Letras diferentes en cada atributo indican una diferencia significativa entre las muestras (Tukey, p<0,05).

M4: azicar 75% - shipalpal
25%
MS5: azucar 25% - shipalpal

M1: azucar 100% - shipalpal
0%
M2: azucar 0% - shipalpal
100%
M3: aztcar 50% - shipalpal
AB 50%
I 75%

oON B O

Titulo del ejc®L ®a Wb

Figura 3. Andlisis de Color en muestras de chocolate al 70%, con azucar y
Shipalpal en diferentes proporciones.

3.5 Analisis sensorial
3.5.1 Sabor y Aroma

La Figura 4 muestra que la incorporacion gradual de Shipalpal en las formulaciones
altera el perfil sensorial del chocolate, resaltando las notas herbales en las muestras con
mayor concentracion de este ingrediente. Al inicio, las notas de chocolate son las

predominantes, pero a medida que aumenta la proporcion de Shipalpal, el perfil se

14



enriquece con matices mas complejos, ofreciendo una experiencia sensorial mas diversa en

las formulaciones intermedias y avanzadas.

=== Chocolate Herbal Frutal e Citricos e Frutos secos
e FrULOS r0jOS === Especias @ Rancio @ |\|oho
M1 M1: azucar 100% - shipalpal 0%

M2: azucar 0% - shipalpal 100%
M3: azucar 50% - shipalpal 50%
M4: azacar 75% - shipalpal 25%
MS: azacar 25% - shipalpal 75%

M4 M3

las muestras M1 y M3 presentan mayores notas a chocolate y notas herbales, inclinandose hacia los productos

utilizados en la formulacion.

Figura 4. Andalisis del perfil sensorial del chocolate 70%, con azucar y Shipalpal
en diferentes proporcione.

3.5.2 Textura

La adicion de Shipalpal tiene un impacto significativo como se muestra en la Figura 5,
en la textura del chocolate, incrementando atributos como la viscosidad, el caracter terroso
y el espesor en las formulaciones con mayor cantidad de este ingrediente. En cambio, las
formulaciones con menos Shipalpal conservan una textura mas cremosa y fluida,

manteniendo las caracteristicas tipicas del chocolate tradicional.

e=@==Terroso ==@==Crujiente Fluido Viscoso ==@==Cremoso ==@==Espeso
M 1

M1: azhcar 100% - shipalpal 0%
M5 M2 M2: azhcar 0% - shipalpal 100%
M3: azhcar 50% - shipalpal 50%
M4: azucar 75% - shipalpal 25%
MS: azucar 25% - shipalpal 75%

M4 M3

La muestra M3 muestra mayores atributos debido a la formulacion con polvo de Shipalpal.

Figura 5. Andlisis sensorial referente a textura, del chocolate 70%, con azucar y
Shipalpal en diferentes proporciones.
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3.5.3 Amargor/Dulzor

El grafico de la Figura 6, refleja como el perfil sensorial del chocolate cambia conforme

aumenta la proporcion de Shipalpal. Las formulaciones M1 y M2 destacan por su dulzor y

equilibrio, manteniendo un sabor mas suave y tradicional. Por otro lado, las muestras con

mayor contenido de Shipalpal presentan un sabor mas intenso y un marcado amargor, lo

que podria resultar atractivo para consumidores que prefieren sabores mas complejos y

menos azucarados, alineados con una tendencia hacia productos mas naturales y auténticos.

== |ntensidad sabor - aroma  ess==Dulzor
M1

MI:
M5 M2 M2:
M3:
M4
MS5:

M4 M3

En esta grafica podemos observar que las muestras M3, M4, M5 presentan mayor cantidad de sabores

fuertes para el panel sensorial.

Amargor

azucar 100% - shipalpal 0%
azucar 0% - shipalpal 100%
azucar 50% - shipalpal 50%
azlcar 75% - shipalpal 25%
azlcar 25% - shipalpal 75%

Figura 6. Andlisis referente a intensidad del perfil sensorial del chocolate al 70%,

con azucar y Shipalpal en diferentes proporciones.

3.6 Analisis celular

El grafico en la Figura 7, muestra una reduccion progresiva en la produccion de 6xido

nitrico a medida que disminuye la concentracion de las muestras. Este patron sugiere que

las formulaciones con Shipalpal podrian tener un efecto antiinflamatorio, especialmente en

las concentraciones mas bajas (25%), donde la produccion de 6xido nitrico, un marcador

clave de la respuesta inflamatoria disminuye de forma notable.
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Las concentraciones 25% muestran mayo eficiencia al controlar la produccion de oxido nitrico a nivel celular.

Figura 7. Niveles de produccion de oxido nitrico a nivel celular en diferentes
concentraciones de muestras de extractos digeridos de chocolate 70%, con azicar y
Shipalpal en diferentes proporciones

Un estudio similar desarrollado por Simone et al., (2025), en el cual se complementa
chocolate con garbanzos han demostrado datos interesantes en capacidad antinflamatoria
en un estudio a nivel estomacal donde se demostrd lograr mejorar los niveles de proteccion,
valores de 11 mg/ mL en muestra chocolate control a 0,49 mg/mL en el chocolate con
garbanzo en los niveles de CLAUDIN1, medidas en células Caco-2. Por otro lado Bazyar
et al., (2025). En su estudio demuestra el incremento de propiedades antinflamatorias al
formular chocolate con extracto de G.lucidum incrementando la capacidad antiinflamatoria
en muestra donde se aplicé 20% de extracto con valores de 63,65 pg/mL, superando los
valores de la muestra control que fue de 13,43 pg/mL. Evidenciando de esta manera la
capacidad de compuestos bioactivos que se pueden encontrar en el material vegetal, y que

logran responder de manera eficiente en un vinculo con el chocolate.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Propiedades fisicoquimicas del chocolate enriquecido con Shipalpal

El estudio sobre chocolate enriquecido con Shipalpal evidencié que la incorporacion
progresiva de esta planta medicinal influye significativamente en las propiedades
fisicoquimicas del producto. Se identificé también un incremento en la retencion de
humedad, asociado a la capacidad higroscopica del ingrediente, asi como un mayor
contenido de grasas indicando la presencia de lipidos propios del Shipalpal. Asi también
se registro un incremento en proteinas y cenizas, resaltando su valor nutricional, aportando

minerales al perfil del producto.

Se observoé un aumento en el contenido fendlico total, confirmando el potencial
antioxidante del Shipalpal. En cuanto a textura, las formulaciones redujeron su firmeza,
conforme incrementaba el porcentaje de Shipalpal. El color del chocolate se torné mas
oscuro conforme aumentaba el Shipalpal con mayor estabilidad cromatica en proporciones
intermedias. Los resultados del analisis sensorial reflejaron aceptacion del chocolate
enriquecido con Shipalpal, con una percepcion positiva en cuanto a sabor, textura y color
entre las muestras M1, M2 y M3. Sin embargo, se recomienda realizar ajustes en la
formulacion para mejorar la experiencia de consumo, referentes a textura y sabor; vy

minimizar las variaciones en la textura del producto.

Actividad antiinflamatoria in vitro

Este estudio demostr6 que las formulaciones con una mayor cantidad de Shipalpal
presentaron mayores cantidades de contenido fenolico, pero concentraciones del 25% de
las muestras M2 y M3 lograron una reduccioén significativa en la produccion de 6xido
nitrico, lo que sugiere un potencial efecto antiinflamatorio. Este resultado respalda la

incorporacion de Shipalpal como un ingrediente funcional con beneficios para la salud.

Para futuras investigaciones y su posible aplicacion en la industria, se recomienda
perfeccionar la formulacion del chocolate enriquecido con Shipalpal, enfocandose en
mejorar su textura y estabilidad sensorial sin afectar sus propiedades bioactivas. Dado que
las formulaciones con mayor contenido de Shipalpal mostraron variaciones en firmeza y
humedad, seria conveniente ajustar procesos clave como el temperado, el conchado y el
tamano de particula de la harina de Shipalpal, con el propésito de obtener un producto mas

homogéneo y con mejor aceptacion sensorial. Asimismo, se sugiere llevar a cabo estudios
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en modelos biologicos mas avanzados, que permitan evaluar con mayor profundidad su
potencial antiinflamatorio in vivo y su impacto en la salud humana, con el objetivo de

respaldar cientificamente su incorporacion en la industria alimentaria funcional.
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