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RESUMEN

Moreno, C. 2009. Desarrollo y evaluacion de un chocolate funcional incorporando dos
tipos de extracto a dos concentraciones de Solanum dulcamara L. Proyecto de Graduacion
del Programa de Ingenieria de Agroindustria Alimentaria, Escuela Agricola
Panamericana, EI Zamorano, Honduras. 53p.

Actualmente el consumidor indica un estilo de vida saludable implicando un cambio en el
concepto del alimento. El chocolate combinado con Solanum dulcamara L. constituye un
alimento funcional. El objetivo del estudio fue desarrollar y evaluar un chocolate
funcional incorporando dos tipos de extracto a dos concentraciones de Solanum
dulcamara L. Basandose en pruebas exploratorias médicas con seis tratamientos; se
elabor6 cuatro formulaciones. Se utilizo un disefio de blogues completos al azar con un
arreglo factorial 2x2 siendo los factores el tipo de extracto (deshidratado y liquido) y
concentracion (1 y 3%). Se hizo un analisis de varianza y una separacion de medias Tukey
(P<0.05). Se evalué rendimiento (extracto y chocolate), atributos sensoriales de
aceptacion (apariencia, sabor, textura y aceptacion general) y preferencia; caracteristicas
fisico-quimicas (color, textura, actividad de agua y analisis proximal); costos, y tiempos-
movimientos. Se desarroll6 un método para cuantificar por HPLC a-solamargina presente
en Solanum dulcamara L. Los rendimientos de extracto fueron 69.1 y 18.8% para el
liquido y deshidratado, respectivamente y los de chocolate fueron 77.6 y 81.2% para el
1% liquido y 1% deshidratado, respectivamente. Las mejores puntuaciones sensoriales
fueron para el chocolate 1%-dulcamara-liquida. El tratamiento con 1%-dulcamara-liquida
fue 41% carbohidratos, 17% humedad, 37% grasa, 4.2% proteina, 1.2% fibra cruda y
0.09% cenizas. El tiempo piloto para 1kg de chocolate funcional fue de 39min, 36s. El
costo variable para 1kg. de chocolate con 1%-dulcamara-liquida fue de L. 293.61. La
concentracion Solanum dulcamara L. fue el factor determinante en el estudio (P< 0.05).

Palabras clave: glucoalcaloides, a-solamargina, indomethacina, HPLC.
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1. INTRODUCCION

Las principales enfermedades cronicas que afectan al ser humano y que causan la mayoria
de muertes incluyen enfermedades cardiovasculares, cancer y diabetes. Los efectos de
estas enfermedades pueden ser prevenidos o atenuados mediante una buena seleccion de
los alimentos que conforman nuestra dieta (Patifio 2009). Basandose en la preocupacién
creciente sobre la salud del consumidor; la industria alimenticia ha avanzado durante estos
altimos afios en el desarrollo de lo que se denomina Alimentos Funcionales o
Nutracéuticos los cuales se definen como “cualquier alimento o ingrediente del mismo
que proporcione un beneficio probado a la salud humana” (Lobaton 1998).

El mercado de alimentos funcionales representa hoy USD$ 200 millones, pero algunos
proveen que en una década se comercializaran por valores cercanos a los USD$ 450
millones, lo que indica una tendencia creciente de consumo por parte de la poblacion
(Food and Drug Administration EE.UU — FDA 2008). En el afio 2012, la categoria de
alimentos denominados "mejores para ti" (USD$ 70 millones ) serd la tercera categoria de
mas ventas seguida de los suplementos alimenticios (Intitute of Food Technology- IFT
2008).

El chocolate es una matriz alimenticia muy apreciada por el consumidor a través de la
cual se puede suministrar componentes benéficos para la salud. Asimismo constituye un
alimento funcional gracias a la presencia de compuestos antioxidantes Ilamados
polifenoles (Moreno, C. 2009). Los flavonoides del cacao son una categoria de polifenoles
que constituyen un potente antioxidante para las células y que podrian llegar a prevenir la
aparicion de determinados tipos de cancer, retardar el envejecimiento a través de la
reduccion en la oxidacion del colesterol bueno (Engler 2007).

La Solanum dulcamara L. conocida popularmente como dulcamara es una planta
herbacea que crece espontdneamente y que estd ampliamente distribuida en todo el
mundo principalmente en zonas himedas y boscosas; sus hojas, tallos y frutos contienen
glucoalcaloides tales como solamargina, solanodulcina y solanina constituyendo sus
componentes estimulantes del sistema inmune (Pittier 1974). La dulcamara es
ampliamente utilizada en Sudamerica por paises como Ecuador, Pert, y Bolivia debido a
que sus grupos étnicos la emplean como medicamento contra innumerables enfermedades;
a partir de eso, cientificos han tratado de esclarecer la razén por la que dicha planta es
llamada “la planta de la vida”.

La efectividad de la planta ha sido comprobada en pacientes que padecen de cancer a
través de estudios realizados en cultivos de células de cancer de colon y prostata en la
Universidad de Miami (Balakrishna 1998) . Por otro lado se efectuaron estudios que



demostraron la capacidad de los glucoalcaloides de la Solanum dulcamara L. para
incrementar las células CD4 (células blancas T), y reducir por apoptosis células
cancerigenas en un 59% (Universidad de Birmingham, Alabama — USA 2007).

El industria de productos alimenticios funcionales se enfoca exclusivamente en alimentos
enriquecidos y fortificados en su mayoria tales como lacteos, alimentos dietéticos,
alimentos altos en fibra, alimentos enriquecidos, antioxidantes. Se decidi6 elaborar un
producto en el que se aproveche las propiedades antioxidantes y cardiosaludables del
chocolate complementados con las propiedades inmunoestimuladoras del la dulcamara
para obtener un alimento que equilibre y eleve las defensas del organismo mediante la
normalizacion de los niveles de linfocitos T y leucocitos.

Se evalu6 dos tipos de extracto a diferentes concentraciones de Solanum dulcamara L; los
tratamientos fueron sometidos a pruebas exploratorias desarrolladas en conjunto con el
Dr. Luis Cazar, director de la Unidad de Inmunologia de la Cruz Roja de Tungurahua en
Ecuador; posteriormente se escogio los cuatro mejores tratamientos de las pruebas
exploratorias; estos fueron evaluados a través de pruebas fisicas, quimicas, sensoriales y
productivas; finalmente se adapté un método cromatografico para cuantificar el principal
glucoalcaloide de la dulcamara.



1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Obijetivo general

Desarrollar y evaluar un chocolate con propiedades funcionales incorporando con dos
tipos de extracto a dos niveles de concentracion de Solanum dulcamara L.

1.1.2. Obijetivos especificos
e Elaborar y obtener rendimientos de dos tipos de extractos de Solanum dulcamara L.

e Establecer la formulacidn, proceso y rendimientos a escala piloto del chocolate
funcional.

e Determinar las propiedades sensoriales, fisicas y quimicas del chocolate funcional.

e Determinar los costos variables de las formulaciones con mayor aceptacion a nivel de
mercado.

e Desarrollar un método para identificacion, purificacion y cuantificacion del principal
glucoalcaloide de Solanum dulcamara L.

1.2.  JUSTIFICACION DE ESTUDIO

La justificacion de la investigacion tiene como base el interés por desarrollar alimentos
que contribuyan con el buen funcionamiento del organismo estableciendo objetivos que
estén por sobre los beneficios nutricionales; actualmente la industria esta inmersa en la
labor de conjugar procesos operacionales, estudios médicos y quimicos que permitan
obtener alimentos funcionales aceptados por los consumidores. Por otra parte esta el
interés de impartir conocimiento sobre la labor de cada alimento una vez dentro del
cuerpo. Finalmente incentivar a la Escuela Agricola Panamericana — Carrera de
Agroindustria Alimentaria a la investigacion de este interesante rubro en el mercado de
alimentos.



2. REVISION LITERARIA

2.1. GENERALIDADES

El concepto de alimento estd cambiando, debido a que, a sus funciones tradicionales como
la gastronémica y nutritiva, se les sumard la capacidad como medicamento. “Los
alimentos funcionales, gracias al conocimiento del ADN (Nutrigenémica) de la persona,
ayudaran a su desarrollo, procesos metabdlicos y rendimientos fisico y cognitivo” (Marti
2008). Este tipo de alimentos son parte importante de un estilo de vida saludable en
general que incluye una dieta equilibrada y actividad fisica. Las personas deben esforzarse
por consumir una amplia variedad de alimentos los cuales aportarian muchos
componentes potencialmente beneficiosos EUFIC (European Food Information Council -
EUFIC) 2008.

2.2. CHOCOLATE

2.2.1. Descripciony factores esenciales

El chocolate es un alimento Unico debido a que a temperatura ambiente se encuentra en
estado solido pero funde rapidamente al ingresar a la cavidad bucal; esto se adjudica a la
manteca que contiene el cacao y que permanece estable a menos de 25 °C; dicha
condicion permite que la matriz de un chocolate en combinacion con edulcorantes,
preservantes o ingredientes adicionales se mantenga apta para el consumo (Miller 2006).

La matriz de chocolate se obtiene por un proceso adecuado de fabricacion a partir de
materias de cacao que pueden combinarse con productos lacteos, azlcares y/o
edulcorantes. Para constituir distintos productos de chocolate pueden afiadirse otros
productos alimenticios comestibles; las adiciones en combinacion se limitaran al 40% del
peso total del producto ver Cuadro 1. La industrializacién del cacao ha venido
evolucionando desde cada uno de los factores que la envuelve; por ejemplo la
implementacion de varias operaciones como el conchado, alcalinizacion y extraccion
hidraulica de manteca; asi como también el cambio de formulaciones, envases y disefios;
convirtiéndose esta actividad en un arte (Codex Alimentarius 1981).

Estudios han demostrado los beneficios que el cacao y el chocolate producen en la salud
dentro de una dieta sana. Diversos estudios afirman que este alimento incide directamente
en la prevencion de enfermedades coronarias y contribuye al control del colesterol
(Sanbongi 2009).



2.2.2. Chocolate como alimento funcional

La ingestion de 6 g/dia de chocolate durante 2 semanas reduce la presion arterial y
mejora la funcion del endotelio de las arterias; la formacion de oxido nitrico favorece la
dilatacion de las arterias, este produce ademas inhibicion de la funcién de las plaquetas,
estas tienen un papel importante en la formacion del trombo dentro de las arterias. El
efecto es debido, probablemente a la accion de los polifenoles del cacao (Knight 1998).
Existe una dieta llamada Polymeal que puede reducir hasta un 76% el riesgo de
enfermedad coronaria e incrementar la expectativa de vida en 5 afos para las mujeres, y
6,6 afos para los hombres (Anexo 1). Esta contempla el consumo de 100 gramos diarios
de chocolate, con un 70% de cacao minimo, pescado 114 g (4 veces por semana), Vino
menos de 150 ml por dia, frutas y vegetales 400 g/dia, almendras 68 g/dia y ajo 2,7 g/dia
(Departamento de Salud Publica del Centro Médico Universitario de Rétterdam 2006).

2.2.3. Polifenoles del chocolate

Los polifenoles son fitoquimicos caracterizados por la presencia de mas de un grupo fenol
por molécula. Los polifenoles son generalmente subdivididos en taninos hidrolizables y
fenilpropanoides. Actlian como antioxidantes protegiendo las células de radicales libres;
por ejemplo cuando LDL colesterol es oxidado causando enfermedades cardiovasculares
(Dewick 2005).

Las células de cacao contienen entre un 65 a 70% de polifenoles y un 3% de antocianinas,
expresados en peso seco. Durante la fermentacién, los polifenoles sufren reacciones,
como la autocondensacién con las proteinas y los péptidos. Al finalizar la fermentacion,
queda un 20%(p/p) de estos. Cabe mencionar que el tostado y otros tratamientos en el
procesamiento del cacao son causa de cambios en los niveles de polifenoles. Anexo 2. Es
importante saber que el nivel de los polifenoles cambia con las variedades y grados de
fermentacion (Zumbe 1999).

El consumo mundial de chocolate esta estimado en 2 800 000 toneladas al afio. Los
paises importadores de cacao son Europa (mas de 1.2 millones toneladas / por afio) y los
Estados Unidos (0.4 millones toneladas / por afio). A la cabeza de la lista se encuentran
respectivamente Paises Bajos, los Estados Unidos, Alemania, Reino Unido, Suiza,
Belgica, Venezuela, México Argentina Brasil. I.C.C.O (International Cocoa Organization)
2007.


http://es.wikipedia.org/wiki/Tanino
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Fenilpropanoide&action=edit&redlink=1

2.3. DULCAMARA

2.3.1. Descripcion

La Dulcamara ha obtenido durante los Gltimos afios gran acogida por sus supuestos
beneficios medicinales y curativos tales como activar el sistema inmunolégico del
organismo, proteger de enfermedades de tipo alérgica, cancerigena, hepatica y
gastrointestinal (Mejia 2008); se la comercializa principalmente en estado fresco,
infusiones liquidas en solucion dentro de una matriz azucarada; actualmente existe un
jarabe medicinal a base de dulcamara llamado BIRM (Modulador Biolégico de la
Respuesta Inmune) desarrollado por el Dr. Edwin Cevallos; este medicamento ha sido
objeto de investigacion en el Departamento de Ciencias Médicas de la Universidad Estatal
de Miami(Figura 1). Asimismo la Escuela Politécnica del Litoral ha desarrollado una
bebida estimulante a base de dulcamara y que ha sido comercializada principalmente en la
region litoral de Ecuador. Es importante mencionar que los organismos reguladores de
alimentos funcionales son: en Europa el FUFOSE (Functional Food Science in Europe) y
el International Life Sciences Institution en Washington D.C. La dulcamara es una planta
herbacea perenne con tallos trepadores que llega a medir de 50 a 200 cm de altura, lefiosa,
puede ser acostado o rastrero. Posee hojas simples, trilobadas, ovales agudas las hojas
inferiores y flores en racimos irregulares colgantes de color azul-violeta con algunas
manchas amarillas.

Figura 1. Estructura Morfologica de Solanum dulcamara L.
Fuente. Universidad de Brigham (2004).

2.3.2. Componentes activos

Son estructuras compuestas llamadas alcaloides glucosidicos esteroidales (Cuadro 1);
poseen una aglicona y un azdcar (Griffiths 2000). Los glucoalcaloides de origen Solanum
son metabolitos secundarios formados de precursores esteroides como el B-sitosterol, el
ergosterol y el cicloartenol. Las diferencias existentes entre glucoalcaloides se centran en
los carbohidratos que poseen. Estos componentes en la planta; permiten que el vegetal
active su sistema inmune contra virus, bacterias, y patdgenos que afecten su desarrollo
normal (Yencho 1998).



Cuadro 1. Peso molecular (g mol™) de principales glucoalcaloides de origen Solanum.

Componente Férmula Global Aglicona Azlcar

a —Chaconina C45H73NO14 solanidina chacotriosa

a —Solanina C45H73NO15 solanidina solatriosa

a —Solamargina C45H73NO15 solasodina chacotriosa

a —Solasonina C45H73NO16 tomatidenol solatriosa

a -Solamarina C45H73NO16 tomatidenol Solatriosa

o —Tomatina Cs50H83NO11 tomatidina Lycotetraosa
Commersonina Cs1HssNO21 demissidina Commertetrosa
Leptinina | C45H73NO15 leptinidina chacotriosa
Leptinina Il Cs51H83NO16 leptinidina solatriosa

Fuente: Departamento de Quimica de Alimentos- Universidad de Helsinki, 2005.

Los glucoalcaloides presentes en la Solanum dulcamara L son de tipo Espirosolanoles
tales como la solamarina, solandsido, solamargina y soladulcamarina, y Saponosidos
esteroidicos como el acido dulcamarético y el acido dulcamarico (Figura 2). La mayor
parte de estudios realizados sobre la efectividad de la planta se centran principalmente en
a-solamargina debido a que su mecanismo de accion ha sido el mas efectivo a nivel del
sistema inmune. EXxisten investigaciones similares en Solanum tuberosum y Solanum
americanum Mill empleando ratas que han sido inyectadas con células de poder
cancerigeno (Griffiths 2000).
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2.3.3. o -Solamargina

La Figura 3 muestra este alcaloide glucosidico esteroidal formado por solasodina
(aglicona) y cacotriosa (azucar), derivado del genero vegetal Solanum que se caracteriza
por su mecanismo estimulador (antigeno) en la produccion de células de origen humano
(linfocitos T) o a través de su mecanismo desintegrador en células patégenas mediante
cambios en morfologia celular, contenido de ADN y expresién genética de células
sometidas previamente a tratamientos con solamargina (Cham 2008).
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Figura 3. Férmula estructural de la a-solamargina
Fuente. Instituto de Biotecnologia Molecular- Universidad de Heidelberg, Alemania,
2005.

2.3.4. Mecanismo de accion de la a-solamargina

De acuerdo a (Hall y Hobby 2007), la efectividad de la planta radica en el mecanismo de
la o solamargina; estos glucoalcaloides provocan citdlisis explicada por la depresion de
interacciones especificas de carbohidratos que generan intercalacion de complejos
esteroles en la membrana plasmatica logrando la desintegracion del parésito.

Efecto genémico

Segun Chataing et. al.(1998), es causado por la interaccion del glucoalcaloide con la
membrana mitocondrial. la exposicion de solamargina abre los canales de potasio
mitocondriales, aumentando el potencial de la membrana; esto obstaculiza el transporte
normal de Ca2 + al interior de las mitocondrias, aumentando la concentracion de Ca2 +
en el citoplasma provocando toxicidad. Durante el mecanismo de accion de la
solamargina se da la condensacion de la cromatina y fragmentacion del ADN del
patdgeno induciendo la muerte del patdgeno por apoptosis (Usubillaga 1998).


http://www.cababstractsplus.org/abstracts/SearchResults.aspx?cx=011480691189790707546:cops6fzdyna&cof=FORID:9&ie=UTF-8&q=Hall,%20C.%20A.&sa=Search
http://www.cababstractsplus.org/abstracts/SearchResults.aspx?cx=011480691189790707546:cops6fzdyna&cof=FORID:9&ie=UTF-8&q=Hobby,%20T.&sa=Search

Efecto no genémico

Segun Chataing et. al. (1998), se produce una insercion de la bicapa lipidica al evitar la
sintesis de carbohidratos como respuesta de defensa por parte del patdgeno, asimismo
evita a que se lleve a cabo la metéstasis o propagacion de un foco infeccioso. Segun
Cevallos (2005), los glucoalcaloides de la Solanum dulcamara L. modulan el sistema
inmunolégico, lo que ha permitido emplearlos en enfermedades de depresion inmune y
autoinmunes en los que los pacientes presentan un sistema inmunolégico sobrecargado.

24. SISTEMA INMUNE

El Sistema Inmune defiende nuestro organismo de los agentes externos
(fundamentalmente bacterias y virus) que producen enfermedades infecciosas o
cancerigenas. Esta compuesto por células procedentes de los 6rganos linforreticulares:
médula Osea, timo, bazo, ganglios linfaticos y agregados linfoides. Dichos 6rganos se
encargan de producir las células de defensa By T, que a su vez se encuentran en la sangre
y se conocen como gldébulos blancos, leucocitos o mas especificamente linfocitos By T
(Cevallos 2005).

Los linfocitos T y los linfocitos B, tienen distintas funciones, a los primeros les
corresponde la inmunidad celular y a los segundos la produccion de anticuerpos
(inmunidad humoral). Un subtipo de linfocitos T, los linfocitos T4, actdan dirigiendo las
operaciones de defensa cuando se presenta el patdgeno; estos producen histamina, la
misma que estimula la formacion de anticuerpos al unirse con los receptores de los vaso
dilatadores; cuando la produccion de anticuerpos excede lo normal inician las
enfermedades autoinmune; existen agentes reguladores como los glucoalcaloides de
origen Solanum que interceptan la union y equilibran la produccion de las
inmunodefensas (Cazar 2008).

2.4.1. Inmunoestimulador

Los inmunoestimuladores son sustancias (farmacos y nutrientes) que estimulan el sistema
inmunoldgico induciendo activacion o aumentando la actividad de cualquiera de sus
componentes (Kinast 2005).

2.5. INVESTIGACIONES PREVIAS

2.5.1. Estudio médico exploratorio

Se realiz6 un estudio preliminar aprobado por el Comité de Bioética conjuntamente con
el Dr. Luis Cazar director de la Unidad de Inmunologia de la Cruz Roja de Tungurahua
en Ecuador con 18 pacientes para determinar la tasa de cambio en linfocitos a través de la
ingestion de los 6 diferentes tratamientos; estos contemplaron 3 niveles de concentracion
de la planta (1, 3 y 5 %) vs tipo el de extracto (deshidratado y liquido) y un control 0%


http://es.wikipedia.org/wiki/Sistema_inmunol%C3%B3gico
http://es.wikipedia.org/wiki/Sistema_inmunol%C3%B3gico
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extracto (Anexo 3 y 4). Los resultados fueron discutidos y respaldados por la opinion del
Dr. Luis Cazar en la entrevista sobre el Efecto Inmunoestimulador del Chocolate
Funcional con Dulcamara.

Los resultados del Cuadro 2 revelan que la diferencia de transformacion (deshidratado e
infusion) aplicado al material vegetal no determind diferencias significativas en el grado
de estimulo que ejercen los alcaloides de la dulcamara; en la actualidad la administracion
de ingredientes activos a pacientes se ha vuelto una tarea tediosa, de hecho las
investigaciones radican en la invencion de nuevos procesos de los que se obtenga
alimentos con ingredientes foraneos no permisibles por los sentidos para su aceptabilidad.
Segln Pidox, T 1990 la Solanum dulcamara L. de infusiones, ya que el proceso térmico
permite atenuar los componentes activos de la planta debido a que a altas concentraciones
el efecto puede ser toxico para el organismo traduciéndose en un rechazo por parte del
sistema digestivo. No se ha reportado casos de intoxicacion por la ingesta de la planta;
pero se sabe que el consumo de 12 frutos crudos de la planta puede provocar vomito,
dolores de cabeza, y vértigo; la recomendacion para infusion es de por lo menos de 10
minutos a una proporcion maxima de 3:2 (hoja-agua). El agua caliente actua solubilizando
los glucoalcaloides por las caracteristicas basicas polares de las mismas y porque a 100 °C
el agua rompe la célula y por ende las vacuolas donde se centran los alcaloides (Adams
1998).

Cuadro 2. Pruebas médicas exploratorias: Tipo de extracto.*

Descripcion CNL + D.E.

Deshidratado 23 8261 + 15 86

Liquido 21.70% + 12.19

*Medias con letras diferentes en la misma columna representan diferencias significativas

(P<0.05).
CNL.- Cambio en Niveles de Linfocitos
Fuente. Unidad de Inmunologia. Cruz Roja de Tungurahua

El Cuadro 3 indicd que a concentraciones menores (1%) del extracto la tasa de cambio a
nivel de linfocitos es mayor. Del presente estudio Cazar (2009), indica que cierta
concentracion del ingrediente activo detiene la formacion excesiva de anticuerpos y por lo
tanto evita enfermedades de caracter autoinmune; al consumir una excesiva cantidad de
alcaloides los efectos no son los esperados porque ya no se da una regulacion en la
formacidn de anticuerpos sino una pérdida al bajar el nivel de inmunodenfesas.

Comparando los resultados del presente estudio con los obtenidos en la Universidad de
los Andes Mérida-Venezuela en un estudio con una crema de alcaloides de origen
Solanum; los mejores resultados fue la de 1%; debido al tipo de enfermedades de los
pacientes.
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Cuadro 3. Pruebas médicas exploratorias: Concentracién del extracto.*

Concentracién % CNL + D.E.

1 30.78% + 9.24
2 17.37° + 2.23
3 11.13° + 1.80

*Medias con letras diferentes en la misma columna representan diferencias significativas
(P<0.05).

CNL.- Cambio en Nivel de Linfocitos

Fuente. Unidad de Inmunologia. Cruz Roja de Tungurahua

2.5.2. Comparacion de los tratamientos con un control

El Cuadro 4. sefiala que los tratamientos con 1% de dulcamara deshidratada y liquida
causaron un mayor cambio en linfocitos; el tratamiento con 3% de dulcamara
deshidratada, 3% y 5% de dulcamara liquida produjeron cambios significativos menores a
los anteriores pero indiferentes entre si y finalmente los tratamientos con 5% de
dulcamara deshidratada y 0% extracto deshidratada o liquido (chocolate comercial)
tuvieron una tasa de cambio menor que todos y siendo indiferentes entre si; con esto se
aclara que si existe un efecto funcional de los glucoalcaloides de la Solanum dulcamara L.
a nivel del sistema inmune.

Luis Cazar indica que estas diferencias entre tratamientos y el control con 0% de
ingrediente; es por los alcaloides que desarrollaron un efecto estimulante a nivel de
linfocitos; en el estudio se pudo haber optado por otras variables pero se decidi6 evaluar
linfocitos porque estan ligados al proceso de respuesta inmune en caso de presentarse
algin patdégeno o alérgeno; la activacion inicial se da en los linfocitos T quienes ejecutan
las funciones de atacar a agentes extrafios y activar linfocitos B, estos ultimos se
encargan de estimular la produccion de histamina para dar lugar a anticuerpos. Los
glucoalcaloides funcionan como reguladores de la produccion de anticuerpos al
interrumpir la unién entre la histamina y los receptores (vaso dilatadores) que en conjunto
produce anticuerpos y por ende enfermedades autoinmunes como las alergias. Los
resultados son un indicativo valioso de la funcionalidad de la planta y que abre muchas
expectativas para investigaciones posteriores (Carlos Moreno Miranda: “Analisis
Estadistico de Pruebas Médicas” Entrevista con Dr. Luis Cazar Jefe de la Unidad de
Inmunologia de la Cruz Roja de Tungurahua, Evaluacién del Efecto Inmunoestimulador
de un Chocolate Funcional con Dulcamara, Ambato, 2009).
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Cuadro 4. Pruebas médicas exploratorias: Cambio en nivel de linfocitos vs tratamiento.*

Tratamiento Descripcion CNL +D.E.

TD1 Deshidratado-1% 43.36%+ 9.24

TLL Liquido-1% 36.20°+ 18.28

TD3 Deshidratado-3% 18.06°+ 3.20

TL3 Liquido-3% 16.67 "+ 3.89

TL5 Liquido-5% 12.22"+2.00

TD5 Deshidratado-5% 10.04°+ 9.69

Control 0% Ingrediente 0.003°+ 0.002

*Medias con letras diferentes en la misma columna representan diferencias significativas
(P<0.05).

CNL.- Cambio Nivel de Linfocitos
Fuente. Unidad de Inmunologia. Cruz Roja de Tungurahua.

2.5.3. Adaptacion de un método de purificacion de glucoalcaloides a partir de frutos
de Solanum dulcamara L

Se adaptd un método desarrollado por Chataing y Usubillaga (1998) para purificar
glucoalcaloides a partir de frutos lavados de Solanum americanum Mill. EI procedimiento
conllevo dos etapas de digestion de frutos de Solanum dulcamara L. a base de calor y
precipitacion por presencia de un acido y una base (Ver Figura 4). Se compar6 con otro
método adaptado para hojas de Solanum dulcamara L. del estudio realizado por Kuo-wha
y Chun-nan (2000) con hojas de Solanum incanum, este método presentd un proceso de
digestion menos complejo (ver metodologia); las muestras purificadas tanto de frutos
como de hojas fueron inyectadas al HPLC; se hizo una comparaciéon de tiempos de
elucion; Kuo-wha y Chun-nan reportaron 5.62 min, los tiempos que se reporto6 fueron 6.4
min para frutos y 6.8 para hojas; debido a la facilidad del método adaptado para hoja se
decidié tomarlo para la investigacion oficial.
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Figura 4. Moreno (2009) Extraccion de Glucoalcaloides a partir de Frutos de Solanum
dulcamara L. adaptado de Chataing y Usubillaga (1998).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION

El desarrollo de los chocolates, pruebas fisicas, quimicas y sensoriales se llevaron a cabo
en las instalaciones de la Planta Agroindustrial de Investigacion y Desarrollo (P.A.1.D), en
el Laboratorio de Andlisis de Alimentos Zamorano (L.A.A.Z), Laboratorio de Analisis
Sensorial Zamorano y Centro de Comercializacion, ubicados en la Escuela Agricola
Panamericana Zamorano situada en el Valle del Yeguare, San Antonio de Oriente, Km 32
al este de Tegucigalpa-Honduras. El estudio médico exploratorio se ejecutaron en las
instalaciones de la Cruz Roja Ecuatoriana Ambato-Ecuador.

3.2. MATERIALESY EQUIPOS

3.2.1. Materiales

Agua.

Almidén de maiz.

Azlcar refinada (edulcorante).
Chocolate de cobertura.

Esencia de vainilla (saborizante).
Extracto deshidratado de dulcamara.
Extracto liquido dulcamara comercial.
Gelatina sin sabor.

Leche en polvo.

Lecitina (emulsificante).

Pasta de Cacao 70% magro.
Galletas Soda (analisis sensorial).

3.2.2. Equipos

Deshidratador de bandejas “Excalibur parallexx 3526T”.
Termdmetro digital.

Balanza “Acculab VI - 10Kg”.

Balanza “HH320 OH AUS”.

Estufa Mabe 2300.

Molino TRES CORONAS.
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Aqualab “Little 3T”.

Instron Modelo 4444 “Instron Corporation”.
Colorflex Hunter L*a*b*.

Horno Fisher Scientific”.

Incinerador , Mufla “SYBRON Thermolyne”.

3.3. DISENO EXPERIMENTAL
Se utilizo un disefio experimental de Blogues Completos al Azar (BCA) con un arreglo
factorial de 2x3 ; se realizaron 3 bloques. Los factores fueron tipos de extracto con dos

niveles (deshidratado y liquido); y concentracidn de extractos con 2 niveles (1y 3%)

Cuadro 5. Arreglo factorial del experimento.

Concentraciones

Tipo de Extracto 1% 3%
Deshidratado TD1 TD3
Liquido TL1 TL3

Inicialmente se utiliz6 un factorial de 2x3 (1, 3, y 5 % de extracto) para las pruebas
médicas exploratorias; posteriormente se escogid los 4 mejores tratamientos para
establecer un factorial 2x2.

34. DESARROLLO DEL CHOCOLATE

3.4.1. Preparacion de extractos de Solanum dulcamara L.

Se prepararon dos tipos de extractos de dulcamara: extracto deshidratado y extracto
liguido (Anexo 5). El extracto deshidratado se prepard a partir de hojas frescas de
Solanum dulcamara L. obtenidas de la region amazdnica ecuatoriana en estado silvestre.
El extracto liquido se obtuvo de una compafia de laboratorios especialistas en
medicamentos nutracéuticos en Ecuador y que elabora el extracto adicionando un jarabe
azucarado para mejorar su sabor.

3.4.2. Elaboracion del chocolate

Chocolate dulce/familiar

Se elaboraron los distintos chocolates del tipo dulce/familiar segiin el CODEX STAN 87-
1981 partir de pasta de cacao 70% magra, en ellos se incorporaron distintos ingredientes
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como azlcar, almidon de maiz, lecitina, cobertura de chocolate, leche en polvo, gelatina
sin sabor y los extractos (deshidratado o liquido) de Solanum dulcamara L (Anexo 6y 7).
“El chocolate dulce/familiar deberd contener, en extracto seco, no menos del 30% de
extracto seco total de cacao, del cual no menos del 18% sera manteca de cacao y el 12%,
por lo menos, extracto seco magro de cacao; contiene un maximo del 18% m/m de harina
y/o almidon de trigo, maiz o arroz” (Cddex Alimentarius 1981).

3.4.3. Diagrama de proceso

¢ maco )
Azicar, ~_ l
:‘-’kltitiic_sn de Iache en Pasta de | _
= Polvo Czcao Lecitma  Hoja
l l 1 Seleccion
~+  Tmmizado | | Derstido | | Fundicion |
| I Agus
¥
Mezclado I | Solucion
] 200
- cloro
; .
! [ Deshidratzdo | [ Infusion |
——
Cob " Ingredisnts
esencia vamill gredients
a]ﬁ;;; |:'T“:1 m:iz * Mezclado Il | Activo Seco o
Gelztina sin szbor Liguido

hiolido

holdeado

Figura 5. Diagrama de proceso para chocolate dulce familiar con extracto de dulcamara.
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Cuadro 6. Codificacion de tratamientos.

Tratamiento Dulcamara Concentracion % Codificacion
1 Deshidratada 1 TD1
2 Deshidratada 3 TD3
3 Liquida 1 TL1
4 Liquida 3 TL3

TD1 Tratamiento con 1% de dulcamara deshidratada.
TD3 Tratamiento con 3% de dulcamara deshidratada.
TL1 Tratamiento con 1% de dulcamara liquida
TL3 Tratamiento con 3% de dulcamara liquida

Cuadro 7. Formulaciones para la elaboracion de chocolates con extracto de dulcamara.

Porcentaje %

Ingredientes TD1 TD3 TL1 TL3
Dulcamara Deshidratada 1.0 3.0 0.0 0.0
Dulcamara Liquida 0.0 0.0 1.0 3.0
Pasta de Cacao 40.0 40.0 40.0 40.0
Cobertura de Chocolate 10.0 10.0 10.0 10.0
Leche en Polvo 10.0 10.0 10.0 10.0
Azlcar Refinada 16.0 16.0 16.0 16.0
Almidén de Maiz 12.6 10.6 12.6 10.6
Gelatina sin Sabor 6.0 6.0 6.0 6.0
Esencia de Vainilla 4.0 4.0 4.0 4.0
Lecitina 0.4 0.4 0.4 0.4
TOTAL 100.0 100.0 100.0 100.0
3.5. ANALISIS SENSORIAL

Los tratamientos evaluados fueron los 4 mejores de las pruebas medicas exploratorias.

3.5.1. Anadlisis sensorial exploratorio de aceptacion

Se realiz6 un analisis exploratorio de aceptacién utilizando un panel no entrenado de 12
personas. Se usé una escala hedonica de 5 puntos; siendo 1 (me disgusta mucho) el menor
grado de aceptacion y 5 (me gusta mucho) el mayor grado de aceptacion. Los resultados
se analizaron a través de un ANDEVA,; las variables evaluadas fueron:
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e Apariencia

e Sabor

e Textura

e Aceptacion General

3.5.2. Anadlisis sensorial de preferencia

Para la prueba de preferencia se selecciond los dos mejores tratamientos de las pruebas de
aceptacion; estos fueron sometidos a un panel preferencial con 90 personas, se determiné
el tratamiento que mas gusta a los consumidores a traves del método analitico tabla t-
student con un nivel de significancia del 5%.

3.6. ANALISISFISICO

3.6.1. Anadlisis de color

Los tratamientos seleccionados para las pruebas sensoriales exploratorias fueron evaluados
por su atributo color mediante el uso del Colorflex Hunter L*a*b.

Cuadro 8. Parametros de evaluacién Colorflex Hunter L*a*b.

NGmero de lecturas Parametros de medida Colorflex Hunter L*a*b
por muestra

L(luminosidad) de 0-100; 0 negro y 100 blanco
3 a(verde-rojo) a- verdey a+ rojo

b(azul-amarillo). b- azul b+ amarillo

3.6.2. Anadlisis de textura

Los tratamientos seleccionados para las pruebas sensoriales exploratorias fueron
evaluados por su textura; se empleé un método empirico ayudado por el INSTRON 4444
con acople aguja de puncién; se midid el esfuerzo en kN (kilonewtons) y desplazamiento
de fractura en mm (milimetros) del prototipo.

Cuadro 9. Parametros de evaluacion Instron 4444 ®.

Numero de lecturas por muestra Esfuerzo Desplazamiento

3 Kn Mm
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3.7.  ANALISIS QUIMICO
3.7.1. Anadlisis quimico proximal
Se determind la composicion quimica del mejor tratamiento obtenido de las pruebas

sensoriales de preferencia de acuerdo a métodos de la A.O.A.C; los componentes
analizados fueron:

Humedad (A.O.A.C 925.09 Horno a 105 °C)
Grasa (A.0.A.C 972.28 Hidrolisis Acida)
Proteina (A.O.A.C 960.52 Micro Kleldahl)

Fibra Cruda (A.O0.A.C 926.09)

Cenizas (A.0.A.C 923.02)

Actividad de Agua (A.O.A.C 978.18 Aqualab)
Carbohidratos (Extracto libre de nitrégeno-ELN)

3.7.2. Extraccion, identificacion y cuantificacion de a- solamargina
Extraccion

El método de extraccion fue adaptado de los métodos desarrollados por Kuo, Kou-wha y
Lin Chun-nan et al (2000) de un estudio para el tratamiento farmacoldgico contra células
cancerigenas; y de Distl (2004) de un estudio de identificacion y cuantificacién de
alcaloides esteroidales en especies Solanum.

Identificacion y Cuantificacion

Se identificd y cuantificd a-solamargina por medio de HPLC. La solucion de alcaloides
fue filtrada previamente con una membrana filtro de 0.45 um; la fase movil fue
acetonitrilo:agua 60:40, pH ajustado con H3POs a 2.5; la columna fue ZORBAX Eclipse
Plus C18: 4.6 x 150mm, 5um; el flujo de 1ml/ min; detector UV 220nm y un estandar
interno de INDOMETHACIN 99% pureza (Sigma Aldrich Co.) Este método fue adapto
de método desarrollado por Kuo, Kou-whay Lin Chun-nan et. a.l. (2000).

3.8. RENDIMIENTO

Se compar6 los rendimientos de los dos tipos de extracto y los rendimientos de los dos
mejores tratamientos del analisis sensorial de aceptacion a través de la siguiente
ecuacion:

%Rendimiento= (salida)/(entrada) *100 (porcentual)
Fuente. Universidad Nacional Autonoma de México- Departamento de Ciencias Fisicas y
Quimicas.
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3.9. ANALISIS ESTADISTICO
Se realiz6 un analisis de varianza para revelar la uniformidad de los datos y una

separacién de medias Tukey para determinar si existen diferencias significativas al
comparar las interacciones; se emple6 el sistema SAS ® Statistical Analisys System.

3.10. DETERMINACION DE TIEMPOS Y MOVIMIENTOS

Se determind el tiempo empleado y distancias recorridas durante el proceso de extracto
liquido y extracto deshidratado; y de los dos mejores tratamientos de pruebas sensoriales.

3.11. DETERMINACION DE COSTOS

Se determind los costos variables del mejor tratamiento del analisis de preferencia
considerando unicamente los ingredientes.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ANALISIS SENSORIAL

4.1.1. Pruebas de aceptacion
4.1.1.1. Apariencia

Segin el Cuadro 10, se detectaron diferencias significativas en apariencia entre
tratamientos. Los tratamientos con 1% dulcamara liquida y 1 % dulcamara deshidratada
obtuvieron las calificaciones mas altas pero siendo indiferentes entre si; lo que implica
que los panelistas tuvieron mayor aceptabilidad por las formulaciones con menos extracto
visible; independientemente del tipo de extracto. ElI tratamiento con 3% dulcamara
liquida tuvo una calificacion intermedia menor a los anteriores y el tratamiento con 3%
dulcamara deshidratada obtuvo la calificacion mas baja probablemente por la coloracion
verde intensa de la hoja o particulas que a concentraciones menores no es notoria, pero al
3% si influye.

Cuadro 10. Aceptacion de acuerdo al atributo apariencia de los chocolates elaborados con
extracto de dulcamara.*

Apariencia
Tratamiento Descripcion Calificacion + D.E.**
TL1 Liquido, 1% 4.25% + 057
TD1 Deshidratado, 1% 4.11%+ 0.58
TL3 Liquido, 3% 3.03°+ 0.52
TD3 Deshidratado, 3% 2.69°+0.49
CV® (%) 12.2
*Medias con letras diferentes en la misma columna representan diferencias significativas

(P<0.05).
**D.E. Desviacién Estandar
CV? Coeficiente de variacion
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4.1.1.2. Sabor

El Cuadro 11 indica las diferencias significativas que se detectaron en sabor entre
tratamientos. Los tratamientos con 1% dulcamara liquida y 1% dulcamara deshidratada
obtuvieron las calificaciones més altas indistintamente del tipo de extracto; lo que implica
que los panelistas tuvieron mayor aceptabilidad por las formulaciones con menos extracto.
Los tratamientos con 3% dulcamara deshidratada y 3% liquida tuvieron las calificaciones
mas bajas; probablemente por la alta concentracién de los extractos lo que influyd en la
apreciacion del sabor. La calificacion de este atributo se basé méas en concentracion que
en tipo de extracto. Segun Stark y Hoffman (2006), el sabor caracteristico del chocolate
lo dan los alcaloides como la teobromina y fenetilamina; estos tienen un efecto sinérgico
con acidos organicos como el aspartico y glutamico presentes en la matriz, al combinarse
con otro ingrediente de sabor fuerte, existen dos posibilidades, realce de los componentes
volatiles del chocolate o perdida de los mismos por esta razdén recomiendan emplear una
nariz electronica para lograr un perfil de sabor e identificar los ingredientes mas idoneos
para un chocolate.

Cuadro 11. Aceptacion de acuerdo al atributo sabor de los chocolates elaborados con
extracto de dulcamara.*

Sabor
Tratamiento Descripcion Calificacion + D.E.**
TD1 Deshidratado, 1% 4.39%+ 0.67
TL1 Liquido, 1% 4.33%+ 0.64
TL3 Liquido, 3% 2.89°+ 0.56
TD3 Deshidratado, 3% 2.67°+ 051
CV?® (%) 12.4
*Medias con letras diferentes en la misma columna representan diferencias significativas

(P<0.05).
**D.E. Desviacién Estandar
CV® Coeficiente de Variacién

4.1.1.3. Textura

El Cuadro 12 indica las diferencias significativas que se detectaron en textura entre
tratamientos. Los tratamientos con 1% dulcamara liquida y 1% dulcamara deshidratada
tuvieron mayor aceptabilidad por parte de los panelistas. Los tratamientos con 3%
dulcamara deshidratada y 3% dulcamara liquida tuvieron las calificaciones mas bajas; esto
se debe probablemente a la textura de la hoja y el sabor residual del jarabe, que en
mayores concentraciones no es apreciado por los panelistas. La calificacién de este
atributo se incliné mas por la concentracion de extractos, similar al atributo de sabor.

La textura de un chocolate depende exclusivamente del contenido de grasa que exista; la
presencia de ingredientes completamente ajenos a la matriz podrian causar un desorden en



23

las particulas por lo que se recomienda emplear agentes aglutinantes que no contribuya
con sabores ni aromas extrafios (Hargreaves 2007).

Cuadro 12. Aceptacion de acuerdo al atributo textura de los chocolates elaborados con
extracto de dulcamara.*

Textura
Tratamiento Descripcion Calificacion + D.E.**
TD1 Deshidratado, 1% 456%+ 0.49
TL1 Liquido, 1% 4.31%+ 0.54
TL3 Liquido, 3% 2.86°+ 0.45
TD3 Deshidratado, 3% 2.53°+ 0.52
CV?® (%) 12.6
*Medias con letras diferentes en la misma columna representan diferencias significativas

(P<0.05).
**D.E. Desviacion Estandar
CV? Coeficiente Variacion

4.1.1.4. Aceptacion general

En el Cuadro 13 se observa diferencias significativas en aceptacion general entre
tratamientos. Los tratamientos con 1% dulcamara liquida y 1% dulcamara deshidratada
obtuvieron las calificaciones mas altas independientemente del tipo de extracto;
probablemente porque la apreciacién de los panelistas se inclind por las formulaciones
con menos extracto al evaluar las variables analizadas anteriormente. Los tratamientos
con 3% dulcamara deshidratada y 3% dulcamara liquida tuvieron las calificaciones mas
bajas; esto se comprueba en el anlisis de los atributos apariencia, textura y sabor ya que
las particulas de hoja en el caso del tratamiento con 3% dulcamara deshidratada y el sabor
residual elevado del tratamiento con 3% de dulcamara liquida denotaron baja aceptacion.
En general los dos mejores tratamientos, 1% dulcamara liquida y 1% dulcamara
deshidratada, se mantuvieron en los niveles 4 y 5 de la escala hedonica.

De acuerdo a Frauendorfer (2006), la evaluacidn sensorial en un chocolate es basico para
la identificacion de componentes que se desee potenciar para lograr mayor aceptabilidad
en el mercado; ellos recomiendan un panel con experiencia y que se maneje una escala de
5 a 7 puntos, finalmente concluyen que en un chocolate el atributo color, olor y aroma
presentan la mayor complejidad e importancia.
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Cuadro 13. Aceptacion de acuerdo al atributo aceptacion general de los chocolates
elaborados con extracto de dulcamara.*

Aceptacion General

Tratamiento Descripcion Calificacion + D.E.**

TL1 Liquido, 1% 431%+ 0.71

TD1 Deshidratado, 1% 425%+ 0.51

TL3 Liquido, 3% 2.92°+ 0.57

TD3 Deshidratado, 3% 2.72°+ 0.52

CV® (%) 13.1

*Medias con letras diferentes en la misma columna representan diferencias significativas
(P<0.05).

**D.E. Desviacién Estandar
CV? Coeficiente de Variacion

4.1.2. Pruebas de preferencia

Los resultados indican que 65 personas calificaron al tratamiento con 1% dulcamara
liguida como el mejor. La preferencia por el tratamiento antes mencionado se puede
deber al efecto sinérgico entre el jarabe liquido azucarado que contiene el ingrediente
activo y los componentes del cacao; asimismo este resultado se atribuye mucho a la
textura suave del mismo versus el tratamiento con 1% dulcamara deshidratada. De este
analisis rescatamos la necesidad de redisefiar el proceso de deshidratacion de dulcamara;
se recomienda licuar la hoja y elaborar una pasta homogénea, esto facilitard la
deshidratacion y al triturar las particulas serda mucho mas pequefias lo que mejorara la
aceptabilidad a nivel de mercado.

4.2.  ANALISISFISICO

4.2.1. Color

4.2.1.1. ValoresL* a*yb*

Valor L*

El Cuadro 14 indica que se detectaron diferencias significativas entre tratamientos para el
valor L*. El tratamiento con 1% dulcamara liquida presento diferencias significativas con
el tratamiento 3% dulcamara liquida que presentd la media méas baja, lo cual indica que
fue el tratamiento con matices mas oscuro. El tratamiento con 1% dulcamara deshidratada
y 3% dulcamara deshidratada fueron indiferentes estadisticamente de los dos tratamientos
antes mencionados y entre si. El extracto liquido en bajas concentraciones probablemente
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no afecta drasticamente el color del chocolate mientras que a altas concentraciones de
extracto azucarado liquido las tonalidades tienden a ser mas oscuras por el color pardo del
mismo.

Valor a*

Se puede observar diferencias significativas entre tratamientos para el valor a* (Cuadro
14). Todos los tratamientos estuvieron en el rango de color rojo. El tratamiento con 3%
dulcamara deshidrata present6 diferencias significativas con el tratamiento 1% dulcamara
liquida que presento la media mas baja, indicando que fue el tratamiento con bajas
tonalidades rojas. El tratamiento con 1% dulcamara deshidratada y 3% dulcamara liquida
fueron indiferentes estadisticamente de los dos tratamientos antes mencionados y entre si;
se deduce que el extracto deshidratado en altas concentraciones probablemente influye el
color del chocolate por sus tonalidades oscuras pardas.

Valor b*

Segun los datos del Cuadro 14 se detectaron diferencias significativas entre tratamientos
para el valor b*. Todos los tratamientos estan en el rango de color amarillo. El tratamiento
con 3% dulcamara deshidratada tuvo la media mas alta seguido del tratamiento 3%
dulcamara liquida esto se puede deber a la presencia en altas concentraciones de particulas
de hoja; y del jarabe liquido que inducen a tonalidades amarillentas. Los tratamientos con
1% dulcamara liquida y 1% dulcamara deshidratada tuvieron las media mas bajas;
probablemente a que la combinacion del extracto liquido u hoja deshidratada en bajas
concentraciones con los pigmentos del cacao no influyen en el color tradicional del
producto.

Cuadro 14. Andlisis colorimétrico de los tratamientos elaborados bajo las escalas del CIE
(Comisién Internacional de Luz).*

Valores CIE + D.E.**

Tratamiento  Descripcion L* a* b*

TL1 Liquido, 1% 22.25%+2.82 07.42° +1.82 08.03°+ 0.31

TD1 Deshidratado, 1% 21.26 "+ 2.47 07.80 "+ 1.86 09.33°+ 0.51

TD3 Deshidratado, 3% 20.15 "+ 1.99 09.36% +2.15 10.04%+ 0.24

TL3 Liquido, 3% 19.75" + 0.52 08.32™+1.81 09.73°+0.12

CV?® (%) 1.52 2.23 1.74

*Medias con letras diferentes en la misma columna representan diferencias significativas
(P<0.05).

**D.E. Desviacion Estandar
CV? Coeficiente de Variacion
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4.2.2. Textura

4.2.2.1. Carga maxima (kN)

Con respecto a la fuerza maxima de ruptura de la matriz; observamos en el Cuadro 15
diferencias entre tratamientos. El tratamiento con 1% dulcamara deshidratada presenta
mejor cohesividad entre sus particulas debido a la presencia minima de extracto seguido
del tratamiento con 1% dulcamara liquida, el tratamiento con 3% dulcamara deshidratada
obtuvo la media mas baja en comparacion con los anteriormente mencionados; por Ultimo
el tratamiento con 3% dulcamara liquida es indiferente del tratamiento 3% dulcamara
deshidratada y 1% dulcamara liquida pero si diferente del tratamiento con 1% dulcamara
deshidratada. La presencia del extracto deshidratado a altas concentraciones desestabiliza
la matriz; estas diferencias tambiéen se puede también adjudicar al proceso es necesario el
uso de equipos que permitan obtener un alimento con mejores propiedades; se observa
ademas diferencias entre tratamientos para el parametro de desplazamiento; la relacién es
directa; mayor fuerza de carga menor desplazamiento del acople.

Wright (2004), manifiesta que la matriz de chocolate es muy compleja; la solidez del
chocolate radica en la fase lipidica y temperatura a la que este expuesta; existe
variabilidad de acuerdo al tipo de cacao; pero el criollo que cominmente se encuentra en
Latinoamérica presenta buena estabilidad a temperatura ambiente (20-30 °C); de esto
dependera el tipo ingredientes que se desee incorporar en un chocolate.

Cuadro 15. Mediciones de carga maxima y desplazamiento para ruptura del chocolate
elaborado con extracto de dulcamara.*

Valores INSTRON + D.E.**

Tratamiento Descripcion Ruptura (kN) Desplazamiento (mm)

TL1 Liquido, 1% 22.25%+2.82 07.42" +1.82

TD1 Deshidratado, 1% 21.26 "+ 2.47 07.80"+ 1.86

TD3 Deshidratado, 3% 20.15"+ 1.99 09.36% +2.15

TL3 Liquido, 3% 19.75° + 0.52 08.32"+1.81

CV® (%) 3.15 1.03

*Medias con letras diferentes en la misma columna representan diferencias significativas
(P<0.05).

**D.E. Desviacién Estandar
CV?® Coeficiente de Variacion



27

43. CORRELACIONES

4.3.1. Color (Colorflex Hunter L*a*b) — apariencia

La correlacion positiva alta de 0.9556 entre el valor L* y el atributo sensorial apariencia,
indica que a mayor sean las tonalidades claras del tratamiento mejor sera su calificacion
en apariencia. Esta correlacion se ve reflejada en el tratamiento con dulcamara liquida al
1%.

Se evaluo la correlacion entre el valor a* y el atributo sensorial apariencia; se determino
que mientras es menor la influencia de tonos rojos en su color los tratamientos reciben
mejor calificacion en apariencia; se reflejado en el tratamiento con 1% dulcamara liquida
La correlacién fue de -0.965.

La correlacién positiva alta de -0.911 entre la apariencia y el valor b* demuestra que el
tratamiento con menor tono amarillo serd mejor calificado en el atributo apariencia; se ve
reflejada en el tratamiento con 1% dulcamara liquida.

4.3.2. Textura (Instron) — textura sensorial

La correlacién positiva alta de 0.936 entre los datos de textura del INSTRON Yy el atributo
textura demuestra que el tratamiento con mayor cohesividad entre sus particulas tendra
mejor calificacion en el atributo textura del analisis sensorial; se ve reflejad esto en el
tratamiento con 1% dulcamara deshidratada.

44. RENDIMIENTOS DEL PRODUCTO

4.4.1. Rendimiento de la dulcamara

El Cuadro 16 sefiala diferencias significativas entre tipos de extracto por su rendimiento;
esta diferencia se debe principalmente a que liquido es diluido en una matriz azucarada
acuosa.
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Cuadro 16. Comparacioén de extractos por su rendimiento.*

Tipo de Extracto Rendimiento (%) + D.E.**
Liquido 69.03% + 23. 76
Deshidratado 18.79° + 3.52

CV?® (%) 12.73

*Medias con letras diferentes en la misma columna representan diferencias significativas
(P<0.05).

**D.E. Desviacion Estandar

CV? Coeficiente de Variacion

4.4.2. Rendimiento final de los tratamientos

El Cuadro 17 sefiala que existe una diferencia de rendimientos entre los tratamientos con
extracto deshidratado y con extracto liquido; esto se atribuye a la presencia de agua en el
caso de los tratamientos con dulcamara liquida. En el siguiente cuadro se observa la

diferencia entre los dos mejores tratamientos del experimento.

Cuadro 17. Comparacién de tratamientos por su rendimiento.*

Tratamiento Descripcion Rendimiento (%) + D.E.**
TL1 Liquida, 1% 81.24%+1.39

TD1 Deshidratada, 1% 77.57° +2.34

CV® (%) 9.49

*Medias (n=3) con letras diferentes en la misma columna representan diferencias
significativas (P<0.05).

**D.E. Desviacion Estandar

CV? Coeficiente de Variacion

45. ANALISIS QUIMICO

4.5.1. Actividad de agua

El Cuadro 18 indica que el tratamiento con 3% dulcamara liquida presenta mayor
actividad de agua en comparacion con el tratamiento 3% dulcamara deshidratada;
mientras que los tratamientos 1% dulcamara liquida y 1% dulcamara deshidratada no
muestran diferencias significativas entre si ni con los dos tratamientos antes mencionados.
La razon por la que el tratamiento con 3% dulcamara deshidratada presenta menor aw es
probablemente por efecto.



Cuadro 18. Mediciones de actividad de agua (aw) de los chocolates elaborados.*

Actividad de Agua

Tratamiento Descripcion Calificacion + D.E.**
TL3 Liquido, 3% 0.75% + 0.007

TL1 Liquido, 1% 0.74+0.009

TD1 Deshidratado, 1% 0.74"+ 0.009

TD3 Deshidratado, 1% 0.74"+0.031

CV® (%) 1.32

*Medias con letras diferentes en la misma columna representan diferencias significativas

(P<0.05).
**D.E. Desviacién Estandar

CV? Coeficiente de Variacion

4.5.2. Andlisis quimico proximal

El Cuadro 19 indica un alto contenido de carbohidratos y grasa; esto se debe a que en la
formulacion se sustituyd manteca de cacao por una cobertura que poseia en su
composicion aceite de palma y manteca de cacao. El valor de humedad esta por debajo de
los niveles normales 2-15% (Beckett, 2000) debido a la presencia de dulcamara liquida en
forma de jarabe; el valor de fibra de igual manera sobrepasa el nivel normal en un
chocolate 0.1% (Riversson, A. 2007); el resto de valores se encuentran dentro de lo los
rangos normales segun el Codex Alimentarius para chocolate dulce familiar.

Cuadro 19. Aporte Nutricional del chocolate elaborado con 1% de dulcamara liquida.

Chocolate D.F.D.

Chocolate D.F.S.

Componente Porcentaje + D.E.* Porcentaje**
Carbohidratos 40.90 + 0.0012 45-65
Humedad 16.70 + 0.0011 17-22
Grasa 37.00 + 0.0021 20-38
Proteina 4.20 +0.0015 4-8
Fibra Cruda 1.11 +0.0017 -
Cenizas 0.09 +0.0013 -
Fibra Dietética - 15-20
Calorias/onz - 30
Calorias/100 g. - 471
TOTAL 100

*D.E. Desviacion Estandar

**Aporte Nutricional de un Chocolate Dulce Familiar Estandar Vierii (2007)

D.F.D. Chocolate dulce familiar con 1% dulcamara liquida

D.F.S. Chocolate dulce familiar simple.
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4.5.3. Cromatografia liquida

Se determind una concentracion de a-solamargina de 17.055 mg/100g de muestra + 0.904
en hoja deshidratada de Solanum dulcamara L. de acuerdo al estandar externo
indomethacin 99% utilizado como referencia. Se observo que existe diferencias en los
tiempos de retencion siendo este de 6.25 min + 0.61. De acuerdo a Kuo — whan (2000) la
concentracion de a-solamargina en solanaceas varia entre 10 a 100 mg/100g de hoja seca
(Anexo 11).

Los parametros que se tomaron para emplear indomethacin fueron la similitud en su
estructura quimica con la de a-solamargina y la longitud de onda a la que fueron
sometidos concluyendo que ambos compuestos presentaron la mayor absorcion a 220 nm.
De acuerdo a Kuo- whan (2000), el tiempo de retencién es de 5.8 min y la longitud de
onda a la que detecto a-solamargina fue de 220 nm.

La concentracidn total de glucoalcaloides puede variar desde 25 hasta 2700 mg/100g y los
factores que influyen directamente son género y especie del vegetal; y tipo de proceso al
que han sido sometidos, teniendo claro que a temperatura alta existen pérdidas de
glucoalcaloides (Bacigalupo 2004).
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46. EFECTO DE LOSFACTORES SOBRE LAS VARIABLES ANALIZADAS
4.6.1. Efecto de los factores sobre las variables sensoriales

Los Cuadros 20 y 21 sefialan claramente que el factor predominante en la investigacion
fue la concentracion; indistintamente del tipo de extracto los panelistas aceptaron a través
de puntuaciones altas los chocolates con una concentracion de 1%. El tipo de extracto fue
indiferente a excepcién de la apariencia donde si hubo una diferencia estadistica;
probablemente porque la particula de hoja deshidratada era muy visible y poco aceptada
por los panelistas.

Cuadro 20. Efecto del factor concentracién sobre las variables sensoriales.

Factor Variables Sensoriales

Concentracion Apariencia Sabor Textura Aceptacion General
1% A A A A

3% B B B B

Cuadro 21. Efecto del factor tipo de extracto sobre las variables sensoriales.

Factor Variables Sensoriales

Tipo de Extracto Apariencia Sabor Textura Aceptacion General
Deshidratado A A A A

Liquido B A A A

4.6.2. Efecto de los factores sobre las variables fisico-quimicas

En los Cuadros 22 y 23 se observa que el factor concentracion influyd mas en el analisis
de las variables fisico-quimicas a excepcion de la variable actividad de agua; a diferencia
del factor tipo de deshidratado el mismo que fue indiferente en el analisis de color;
I6gicamente es el deshidratado el que disminuy6 la actividad de agua de la matriz por
contener fibra; muy por lo contrario sucede con el liquido que incrementé la actividad de
agua del chocolate.

Cuadro 22. Efecto del factor concentracion sobre las variables fisico-quimicas.

Factor Fisico-quimicas

Concentracion L* a* b* Textura analitica Actividad de agua
1% A B B A A

3% B A A B A

Cuadro 23. Efecto del factor tipo de extracto sobre las variables fisico-quimicas

Factor Fisico-quimicas

Tipo de Extracto L* a* b* Textura analitica Actividad de agua
Deshidratado A A A B B
Liquido A A A A A
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4.7. PROBABILIDAD DE FACTORES E INTERACCION POR VARIABLE
ANALIZADA

El cuadro 24 sefiala con claridad la probabilidad de cada factor e interaccion para cada
variable analizada destancando por su mayor diferencia las probabilidades
correspondientes al factor concentracion; asimismo las probabilidades de la interaccion de
ambos factores fueron significativas. El factor tipo de extracto fue determinante en la
variable textura analitica y actividad de agua debido a la interaccion de las particulas de la
matriz de chocolate con la fibra o liquido independientemente.

Cuadro 24. Probabilidad de factores e interaccion por variable analizada.

Probabilidad Variables

Ap. Sabor Textura A.G. L* a* b* T.A. Aw

Pr>F(CC) <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.0162 0.4342
Pr>F(TE) 0.0118 0.4341 0.6648 0.1931 0.2627 0.4228 0.7315 0.0251 0.0149
Pr>F(CC*TE) | 0.0116 0.0232 0.0029 0.0486 0.0182 0.0475 0.0294 0.0337 0.0428
R’ 0.7521 0.7231 0.8241 0.7486 0.801 0.8722 0.9305 0.9202 0.8149

Pr>F(CC). Probabilidad para factor concentracion

Pr>F(TE). Probabilidad para factor tipo de extracto

Pr>F(CC*TE). Probabilidad para interaccién concentracién*tipo de extracto
R? Ajuste de datos.

Ap. Atributo apariencia

A.G. Atributo aceptacion general

T.A. Textura analitica

Aw Actividad de agua
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4.8. ESTUDIO DE TIEMPOSY MOVIMIENTOS AESCALAPILOTO

La Figura 6 indica el diagrama de proceso para elaborar 1 kg. de chocolate dulce familiar
con extracto de Solanum dulcamara L. se necesita 39 min, 36 s.

Procezo Chocolate Smmbolo Tiempo zeg. | Diztancia m.

Almacenamiento de
Mlateria Prima

Hacia Meza de
Trabaje

14 7

Pezado de Alateriaz
Primaz

420

Hacia Fundido 14 7

Fundido

Hacia mezclade I 14 7

Alezclado I

P
300

Enfriado I 240

Homogenizado 180

Mezclado IT

300

Hacia Molino 14 10

AMolido

300

Aoldeado

Enfriado

Empacado

<000 10OTOLOILOIIK

TOTAL 2395 sm= 31 m

Figura 6. Diagrama de tiempos y movimientos para la elaboracion de chocolate dulce
familiar.
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La Figura 7 indica las diferencias entre los tiempos que se necesitan para elaborar tanto el
extracto liquido como el deshidratado principalmente por la etapa de deshidratacion (4
horas) com por la de infusion (0.5 horas).

Proceso Smbole | Tiempo=zeg. | Diztancam. | | Proceso Jarabe Smmbole | Tiempo zes. | Distanciam.
Dezhidratadoe de Liguido
Hoja Dulcamara Dulcamara
Almacen amiento Al cen amien te
de Hoja v de Hoja V
Hacia meza de 14 T Haca me:a de E] T
Trabajo I:'} Trabajo :}
Seleccion de 30D T eleccion de 300
Hojaz O Hojas O
Lavado O 30 Lavado : 300
Deinfectado O 180 Desinfectado i T80
Prezecado O 120 Fezado i)
Pexado 30 :
Q Haca miuzim : 3 3
Hacia 14 2 Infuzion-Jarabe 3600
deshidratado ::} O
Dehidratado 16200 T ET 0
Almacenado |:>
Hadia 10 10
almacenado ::> Almacenado v 1
Almacenado v 10 TOTAL 018 =2z 25 m.
TOTAL 17448 z22. 25 m.

Figura 7. Diagrama de tiempos y movimientos para la elaboracion de dos tipos de extracto
a partir de Solanum dulcamara L.
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4.9. DETERMINACION DE COSTOS VARIABLES

Para el analisis de costos variables de los mejores tratamientos en pruebas sensoriales de
aceptacion se tomé como base la produccién de 100 Kg. de producto final. Cuadros 25 y 26.

Cuadro 25. Costos variables de un chocolate familiar con 1% de dulcamara liquida

Base 1 Kg de Chocolate con 1% dulcamara liquida

Ingrediente % Peso () Precio (L.)
Dulcamara Deshidratada 0.00 0 0.00
Dulcamara Liquida 3.00 30 18.00
Pasta de Cacao 40.00 400 200.00
Cobertura de Chocolate 10.00 100 11.01
Leche en Polvo 10.00 100 7.50
Azlcar Refinada 16.00 160 8.00
Almidoén de Maiz 10.60 106 10.60
Gelatina sin Sabor 6.00 60 18.00
Esencia de Vainilla 4.00 40 20.00
Lecitina 0.40 4 0.50
TOTAL 100.00 1000 293.61

Cuadro 26. Costos variables de un chocolate familiar con 1% de dulcamara deshidratada

Base 1 Kg de Chocolate con 1% dulcamara deshidratada

Ingrediente % Peso () Precio (L.)
Dulcamara Deshidratada 3.00 30 9.00
Dulcamara Liquida 0.00 0 0.00
Pasta de Cacao 40.00 400 200.00
Cobertura de Chocolate 10.00 100 11.01
Leche en Polvo 10.00 100 7.50
Azlcar Refinada 16.00 160 8.00
Almidoén de Maiz 10.60 106 10.60
Gelatina sin Sabor 6.00 60 18.00
Esencia de Vainilla 4.00 40 20.00
Lecitina 0.40 4 0.50
TOTAL 100.00 1000 284.61

De acuerdo al IFST (Institute of Food Science and Techonology, 2008) en Europa el
precio de 1 Kg. de chocolate familiar para tasa es de 14 a 15 euros es decir L. 416.75



5. CONCLUSIONES

La concentracion al 1% de dulcamara deshidratada o liquida en la matriz de
chocolate dulce familiar fue la mas aceptada por el consumidor.

Se determind que el porcentaje de rendimiento del extracto liquido ( 69.03 %) fue
mejor que del extracto deshidratado (18.79%); los rendimientos en los mejores
tratamientos fueron 77.57% para el de 1% dulcamara deshidratada y 81.24% para
el de 1% dulcamara liquida.

Independientemente de los tratamientos, se observo que el almidon de maiz y
gelatina sin sabor contribuyeron en la dotacion de estabilidad a la matriz
conjuntamente con los tipos de extracto .

El tratamiento con 1% dulcamara liquida contiene 40.81 % de carbohidratos,
16.70 % de humedad, 37% de grasa, 4,2 % de proteina, 1,20 % de fibra cruda y
0.089 % de cenizas cumpliendo en su mayoria con normas del Codex
Alimentarius.

La concentracion de a-solamargina fue de 17.055 mg/100g de muestra de hoja
deshidratada utilizando de referencia indomethacin como estandar externo.

Se encontr6 las siguientes correlaciones en el estudio; 0.956 entre valor L* y
atributo apariencia,- 0.965 entre el valor a* y el atributo apariencia, -0.981 entre el
valor b* y el atributo apariencia; y 0.936 entre los datos del INSTRON 4444 y el
atributo textura.

El tiempo que toma elaborar 100 gramos de cada uno de los tipos de extracto a
escala piloto difiere; siendo el liquido (1 hora, 23 minutos y 24 segundos) menor
que el deshidratado (4 horas, 50 minutos, 45 segundos).

A escala piloto el tiempo para elaborar 1kg de chocolate es de 0 horas, 29
minutos, 26 segundos.

Se determind que el costo variable para 1kg de chocolate dulce familiar con 1%
dulcamara liquida es menor (L. 293.61) que el costo de 1 kg. de chocolate dulce
familiar con 1% dulcamara deshidratada (L. 284.61).
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6. RECOMENDACIONES

Implementar investigaciones con solandceas similares a la dulcamara,
especificamente se recomienda la Solanum americanum Mill presente en la E.A.P.
aplicado a otras matrices y evaluando a partir de un extracto liquido no comercial.

Adquirir estdndares puros de a-solamargina que se estan elaborando
principalmente en Inglaterra.

Adquirir maquinaria especifica para la elaboracion de confites que permitan
desarrollar prototipos de mejor calidad e innovacion.

Realizar un estudio de vida de anaquel de producto en almacenamiento
conjuntamente con analisis microbiologico del mismo.

Contar con panelistas capacitados para futuras investigaciones en el rubro de
confiteria.

Establecer estudios que contemplen pruebas de efectividad en el organismo a lo
largo del tiempo reglamentado por las organizaciones que regulan este tipo de
investigacion.

Iniciar proyectos de investigacion que contemple pruebas médicas con alimentos
funcionales en conjunto con universidades o centros de investigacion.

Realizar un estudio de mercado completo de este producto.
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8.  ANEXOS.

Anexo 1. Diagrama explicativo de la funcion de polifenoles
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Fuente . Journal Food Chemestry 2005, Universidad de California

Anexo 2. Contenido de polifenoles en cada unidad del

roceso de chocolate

Después de Tostado y

Compuesto Semillas (g/100g materia seca | Conchado (g/100g)
Flavonoles
Catequinas 3.0 -
(+)Catequinas

1.6-2.75 0.03-0.02
(-)-Epicatequina
(+)-Galocatequina
(+)-Epigalocatequina 0.25-0.45 0.3-0.5
Leucocianidinas
L1-L4 2.7 L1: 0.08-0.17
L. Poliméricas 21-54
Antocianinas - 0.01
3-a-L-arabinosidil cianidina 03
3-3-D-galactosidil cianidina 0.1 -
Fenoles Totales 134 -

Cantidad de Polifenoles Existentes en Almendra de Cacao y Chocolate Procesado

Fuente. Organizacién Internacional del Cacao - 1.C.C.O.
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Metodologia de pruebas médicas

Preparacion del confite usado como vehiculo para el suministro de extracto de
Solanum dulcamara L.

A 100 g del confite se le agregd una de las dos versiones que presentaba el extracto. Se
trabajo con 3 concentraciones recomendadas por La Cruz Roja de Tungurahua y que estan
explicadas en el siguiente cuadro.

Anexo 3. Metodologia de pruebas médicas

%Concentracic’)n Bl 1 BZ 3

\

Inmunomodulador

Al: Extracto | T1: ED 1% T2: ED 3% T3: ED 5%
Deshidratado

A2: Extracto | T4: EF 1% T5: EF 3% T6: EF 5%
Fluido

T1 Inmunomodulador con 1% de extracto deshidratado de Solanum dulcamara L.
T2 Inmunomodulador con 3% de extracto deshidratado de Solanum dulcamara L.
T3 Inmunomodulador con 5% de extracto deshidratado de Solanum dulcamara L.
T4 Inmunomodulador con 1% de extracto fluido de Solanum dulcamara L.
T5 Inmunomodulador con 3% de extracto fluido de Solanum dulcamara L.
T6 Inmunomodulador con 5% de extracto fluido de Solanum dulcamara L

Estudio de los pacientes

Como primer paso se efectuaron pruebas sanguineas a 18 pacientes para identificar
niveles de leucocitos y eritrocitos; se sometio a 3 pacientes a cada tratamiento, los mismos
que fueron suministrados con 100 g. del modulador durante 60 dias. Finalmente los
pacientes fueron sometidos a pruebas sanguineas para revelar el efecto obtenido.

La edad de los pacientes comprendia entre 17 y 32 afios, presentaban enfermedades
referentes a alergias, fatiga crénica y enfermedades cutaneas. De ellos, 6 con EA
(enfermedades alérgicas), 7 con FC (fatiga crénica) y 5 con EC (enfermedades cutaneas).
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Anexo 4. Distribucion de tratamientos en pacientes

Enfermedad | Edad Sexo Aplicacion de Tratamiento
EA 23 F TL3
EA 25 M TL1
EA 18 F TL5
EA 32 F TD5
EA 22 F TD1
EA 24 M TD3
Enfermedad | Edad Sexo Aplicacion de Tratamiento
FC 21 F TL5
FC 27 M TD1
FC 19 F TD3
FC 24 M TD5
FC 17 M TL1
FC 20 F TL3
FC 29 M TD1
Enfermedad | Edad Sexo Aplicacion de Tratamiento
EC 26 F TD3
EC 31 F TL1
EC 18 M TD5
EC 25 F TL3
EC 23 M TL5

EA. Pacientes con Alergias.
EC. Pacientes con Enfermedades Cutaneas.
FC. Pacientes con Fatiga Crénica
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Anexo 5. Discusion médica sobre los pacientes

Todos los pacientes con EC (Enfermedades cutineas) acusaron desaparicion de manchas,
desaparicion de resequedad de la piel y/o ardor y disminucion importante de herpes labial
acompafiado de inicio de la desecacion de las vesiculas con formacién de costras a los 7
dias de iniciada la investigacion. La involucion total del proceso ocurrié en menos de 15
dias en los pacientes con EC; ninguno de estos casos reporto efectos colaterales.

Los pacientes con EA (Enfermedades alérgicas) notificaron mejora a los 15 dias de
iniciada la investigacion; notandose en la desaparicion de inflamacion respiratoria,
desaparicion de tos cronica, desaparicion de moqueo de fosas nasales y estornudos
constantes a los 20 dias de iniciada la investigacion; asi mismo mostraron resistencia a
alérgenos como el polvo y ciertos alimentos a los 40 dias de aplicacion del tratamiento.

Por otra parte, aquellos pacientes que padecian de FC (fatiga crénica) acusaron que el
periodo de duracién de la fatiga disminuyd en un 40% al finalizar el tratamiento y lo
denotaron en el mejor desempefio de sus actividades, mayor efectividad del suefio y
desaparicion de dolores de cabeza, articulaciones y musculos.

Las afecciones cutaneas son procesos virales muy frecuentes en las consultas hospitalarias
y las mismas ocurren de manera ciclica y con una marcada recurrencia. Hasta la fecha no
existe un tratamiento completamente eficaz. El tratamiento utilizado mas cominmente ha
sido el Aciclovir pero el mismo es efectivo durante su administracion durante largos
periodos y en forma oral (Hirsch 1997, Mitchell et al. 1981, Saral et al. 1981, Straus et al.
1984, Whitley

1997).

La funcionalidad alcaloidea presente en la Solanum dulcamara L. ha mostrado ser efectiva
en el tratamiento de las diferentes manifestaciones de virus en la piel como el Herpes
labial, sin efectos irritativos locales, al menos en el control réapido de Ila
signosintomatologia de las lesiones presentes. Asimismo los pacientes con FC y EA han
mostrado mejora rapida y que se revela en la normalidad de sus vidas, el 99% de ellos
han notificado los efectos benéficos del confite inmunoestimulador y desean mantener su
consumo normalmente. Los beneficios de los glucoalcaloides que poseen las solanaceas
se han verificado en muchos estudios; un claro ejemplo son los resultados obtenidos por
Thorne et al. (1985) en sus estudios in vitro del Herpes simplex del tipo I en el cual afirma
la efectividad en la inactivacion del virus, particularmente o-chaconina y en menor
extension o- tomatina y a-solasonina y una carencia de actividad de las correspondientes
agliconas (solanidina, solasodina y tomatidina). La similaridad estructural de los sacaridos
que contienen en su estructura Solamargina y chaconina sugieren que estos sacaridos son
los involucrados en la accidn contra el herpes.

Fuente. Unidad de Inmunologia. Cruz Roja de Tungurahua
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Anexo 6. Descripcion de la elaboracion de extractos de Solanum dulcamara .
Extracto deshidratado.

Se inici6 con la cosecha de la hoja en estado fresco es decir, cuando las hojas presentaron
un color verde oscuro intenso; se hizo una seleccién de las hojas y limpieza eliminando
particulas extrafias y suciedad gruesa; posteriormente se hizo un lavado de las hojas con
una solucion clorinada a una concentracion de 200ppm y un enjuague con agua potable. A
continuacion se colocé las hojas en planchas plasticas con teflon especial para la
deshidratacion de las hojas en el Deshidratador “Excalibur parallexx 3526 T”. El proceso
duro 4 horas, la temperatura empleada fue de 52 °C aconsejada por Excalibur especialistas
en deshidratadores, se tom6 el peso de las hojas cada 0.5 hora para construir una curva de
secado apropiada a esta planta; los datos y resultados se muestran en el Cuadro.

Extracto liquido

El extracto liquido se obtuvo de los laboratorios GARDE Natural Medicine ubicados en la
ciudad de Guayaquil- Ecuador. EI proceso que conllevé este fluido fue siguiendo una
metodologia desarrollada por los Hospitales de Paris a traves de una infusién primaria a
70°C por 30 minutos en una proporcion de 1: 4 (1 parte de hoja y 4 de agua) ; a
continuacion se filtrd la infusidn, se dejé en reposo 12 horas 'y posteriormente la infusion
fue diluida en una matriz de jarabe de aztcar en una proporcion de 1:3 (1 de infusién de
Solanum dulcamara L. y 3 de jarabe de azlcar); finalmente se deja concentrar la mezcla a
50°C hasta que haya perdido un peso igual al del primer liquido de Dulcamara.

Anexo 7. Descripcion de la elaboracion del chocolate

e Se inicid con el pesado del azlcar refinado, el almidon de maiz, gelatina sin sabor,
leche en polvo el chocolate de cobertura la esencia de vainilla, la lecitina, la pasta de
cacao Yy por ultimo el ingrediente activo.

e Se hizo la fundicion del blogue de pasta de cacao (70% magro); utilizando un bafio
maria a 60 °C por 10 min.

e Seafiadid azdcar, leche en polvo, lecitina y 0.5 del almidon de maiz pesado a la pasta
fundida (derretida) y se procedié a homogenizar la mezcla.

e Se enfrio la mezcla durante 3 min y se afiadio el 50% del almidén sobrante, gelatina
sin sabor, esencia de vainilla, el chocolate de cobertura y el ingrediente activo en sus
diversas concentraciones.

e Se mezclé la masa durante 10 min para posteriormente reducir el tamafio de la
particula a través de un molino.

e Posteriormente se enfrio la masa a 4°C en moldes.

¢ Finalmente se empaco las porciones en papel aluminizado y se almacend a 21 °C.
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Anexo 8. Resultados de deshidratacién de Solanum dulcamara L.

kg H20/kg ss HUMEDAD | HUMEDAD Tiempo
Peso TOTAL Libre Tiempo (min) (hr)

5 8,09 7,90 0 0
3,56 5,47 5,28 30 0,5
2,54 3,62 3,43 60 1
2,12 2,85 2,66 90 1,5
1,71 2,11 1,92 120 2
1,33 1,42 1,23 150 2,5
1,16 1,12 0,93 180 3
1,02 0,85 0,66 210 35
0,91 0,66 0,47 240 4
0,82 0,48 0,29 270 4,5
0,78 0,42 0,23 290 4,8
0,72 0,31 0,12 290 4,8
0,70 0,27 0,07 290 4,8
0,68 0,24 0,05
0,66 0,19 0

Resultados de la Operacion de Secado de Solanum dulcamara L..
Fuente: Moreno, (2009) Planta Agroindustrial de Investigacion y Desarrollo PAID-
Zamorano

9,00
8,00 -
7,00 \
6,00 \
5,00 \

4,00 \
3,00 \

2,00 \
1,00
0,00 M

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Humedad Libre

Tiempo (hr)

Curva de Deshidratacion: Humedad Libre en la hoja vs Tiempo de Secado
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Velocidad de Secado
m/s

20

18 -
16 _\

14 N\

12 R

) =
NONMNBRO OO
L~

7,905,283,432,661,921,230,930,660,470,290,230,120,070,05

Humedad Libre

Curva de Deshidratacion. Velocidad de Secado vs. Humedad Libre en la Hoja

20

Determinacion de velocidad de secado constante para hoja de Solanum dulcamara L.

humedad | velocidad de 18
total secado 5
0,42 0,675 Ny Zonasecadofonstante
0.48 12| |, g
0,66 135) | / '
0,85 1,8 g / == Series]
1’12 2,075 6 / ——Series?
1,42 475 | IIHKT\
2,11 5,125 Z-W( ~ _
2,85 5,25 o+ Xc :
—
S B FEEEIFP LSy
8,09 18,6

Fuente. Moreno, (2009) Planta Agroindustrial de Investigacion y Desarrollo.
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Anexo 9. Efecto de las interacciones (concentracion*extracto) sobre las variables
analizadas.

Apariencia

4.5

35 —#— Liquido
—l— Deshidratado
3 b

2,5

Puntuacidn

Concentracion %

Efecto concentracion- extracto de Dulcamara en la apariencia del chocolate.

i Sabor
45 a
5 ﬂ'\
S 4
g —#— Liquido
= 35 —— Ceshidratado
[
= s \
2,5 b
2
a 1 2 3 4
Concentracion %

Efecto concentracion- extracto de Dulcamara en el sabor del chocolate.

Textura

45 d
, a \

Bl: \‘V b
25 \b

0 1 2 3 4

—#— Liquido
—— Deshidratado

Puntuacion

Concentracion %

Efecto concentracién- extracto de Dulcamara en la textura del chocolate.
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as Aceptacion General

3.5 —#— Liguido
—l— Deshidratado
3

25

s

Puntuacion

Concentracion %

Efecto concentracion- extracto de Dulcamara en la aceptacion general del chocolate.

ValorlL
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o
21,5 3 \\
o N\
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2 20,5 dlJ —f— Dechidratado
g 20 ‘\’
19,5
b
19
185
a 1 2 3 4
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Efecto concentracién- extracto de Dulcamara en el valor L* del chocolate.
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10
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9 /.
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9,5
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Concentracion %

Efecto concentracién- extracto de Dulcamara en el valor a* del chocolate.
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Efecto concentracién- extracto de Dulcamara en el valor b* del chocolate.

.
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Efecto concentracion- extracto de Dulcamara en la F. Ruptura del chocolate.

Actividad de Agua
Q0,755
d
0,75 /
0,745 ab
= 0,74 < —4— Liguida
mo,?ss ah —— Deshidratado
0,73 \-
Q,725 h
0,72
a 1 z 3 a4
Concentracion %

Efecto concentracion- extracto de Dulcamara en la actividad de agua del chocolate.
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Anexo 10. Hoja de evaluacion sensorial en pruebas de aceptacion

Efecto de un ingrediente activo (Solanum americanum Mill) en dos versiones y 2
concentraciones en una matriz de chocolate

Tesista:

Fecha:

Instrucciones:

Por favor coloque su nombre y fecha en todas las hojas que se le entregan

Se le presentaran cuatro muestras codificadas de chocolate, una galleta de soda y
un vaso con agua.

Limpie su paladar con galleta y agua antes y después de cada muestra.

Haga su evaluacién de izquierda a derecha.

Marque con una “X” el circulo adecuado segiin su evaluacion de las muestras de
acuerdo con los atributos de: color, sabor, textura y apariencia general.

Antes de probar cada muestra, evalte primero el color y aroma.

En la Escala: 1 significa extremadamente desagradable, 3 significa no me gusta,
ni me disgusta (N.g/N.d), 5 significa extremadamente agradable.

Al finalizar la evaluacién deje la hoja en su cubiculo.

*Asegurese de haber leido todas las instrucciones antes de ejecutar la evaluacion. Si tiene
alguna inquietud, aproveche ahora para indicarle al instructor.

Hoja de Evaluacién

Nombre: Fecha:

Muestra No. :

Extremadamente desagradable N.g/N.d. Extremadamente

agradable

Apariencia:

Sabor:
Textura:

Aceptacion General:

O

OO O O
OO O O
OO O O
OO O O
OO O

Observaciones:
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Anexo 11. Ejemplo de resultados de pruebas sanguineas de la Cruz Roja
Ecuatoriana

# % Laboratorio de Analisis Clinico

{ \
Z! 7%) DIRECCION: Av. 12 de Noviembre y Quito - Edificio Cruz Roja 1er. Piso
\ A e

K %

"" Y Ambato - Ecuador
Nombre . Srta Rosita Jaramillo Garaa
Medico : Dr. Lus Cazar
Muestra : SANGRE
BIOMETRIA HEMATICA
Hemoglobina o 124gd
Leucocitos ¢ 6200/'ml
Entrocitos ¢ 42 millones'microl.
FORMULA LEUCOCITARIA
Segmentados & 84%
Linfocitos : 11%
Monocitos : 4%
Eostnofilos : 0%
Basofilos - 0%
Cayados : 1%
EXAMENES BIOQUIMICOS VALOR REFERENCIAL
GLUCOSA © 727mgdL 75-115mg/dL
UREA © o 185mgdL 10 - S0mg/dL
CREATININA ;o 08mg/dL 07-1.5mg'dL
AMONIO ; 3imeg 30-70meg
COLESTEROL © 152mgdL Hasta 200 mg/dL
TRIGLICERIDOS 154.5mg/dL Hasta 180 mg/'dL

Fecha 10 ENE 2009
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Anexo 12. Cromatogramas de a-solamargina e indomethacina (estandar externo)
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-! DADTC, Sig=240,4 Ref=off(S0LAWARGIMWCALIB 2009-10-26 16-53-5309000018 .00
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