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GLOSARIO

e Acidos fendlicos: son compuestos organicos derivados del fenol que tienen

propiedades antioxidantes.

e Actividad acuosa (Aw): relacién que existe entre la presion de vapor de un
alimento dado, en relacion con la presion de vapor de agua pura a la misma

temperatura.

e Anillo anomérico: 4&tomo de carbono en la estructura ciclica de los carbohidratos
(como en los azicares) que originalmente formaba parte del grupo carbonilo en

forma lineal.

e Bagazo de uva: residuo solido resultante del prensado durante la produccion de

vino. Esta compuesto por pieles, semillas y partes del racimo.

e Biomasa: materia organica de origen vegetal o animal que puede ser utilizada

como fuente de energia o para la produccion de fertilizantes.

e (Cambios organolépticos: modificaciones en las propiedades sensoriales de un

producto, tales como el color, aroma, sabor, textura y apariencia.

e C(Citocompatibles: materiales o sustancias que son compatibles con las células

vivas, es decir que no son toxicas ni causan dano celular.

e Compost: abono organico rico en nutrientes obtenido a partir de la
descomposicion controlada de residuos vegetales, restos de comida y otros

materiales biodegradables.

e Despalillado: proceso en la vinificacion que consiste en separar los racimos de
uva de sus escobajos o palillos, con el fin de evitar sabores amargos y astringentes

en el vino.

e Economia circular: modelo econdomico que busca reducir el desperdicio al
maximo, promoviendo la reutilizacidn, reciclaje y renovacion de productos y

materiales en vez de desecharlos.
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Endlogo: especialista en la ciencia y técnica de la produccion de vinos.

Estrujado: proceso que consiste en triturar las uvas para romper sus pieles y liberar

el jugo, siendo un paso esencial en la vinificacion.

Fenol: compuesto organico que contiene un grupo hidroxilo (-OH) unido a un

anillo bencénico. Tienen propiedades antioxidantes y antimicrobianas.

Fendlicos simples: compuestos fenolicos basicos que contienen un solo grupo

fenol en su estructura.

Fertilizantes: sustancias aplicadas al suelo o a las plantas para proporcionar
nutrientes esenciales y mejorar el crecimiento, desarrollo y rendimiento de las

plantas.

Flavonoides: compuestos fenolicos presentes en frutas, verduras, t€ y otros

alimentos vegetales, con propiedades antioxidantes, y antiinflamatorios.

Gases de efecto invernadero: gases presentes en la atmodsfera que capturan y

retienen el calor contribuyendo al calentamiento global.

Grupos hidroxilos: grupos funcionales en quimica organica que estan compuestos
por un atomo de oxigeno y un atomo de hidrégeno (-OH) unidos a un atomo de

carbono.

Hectolitros anuales: es una medida de volumen utilizada para cuantificar la

produccion de liquidos. Equivale a 100 litros.
Hollejos: pieles o céscaras de las uvas.

Mosto: liquido obtenido al estrujar las uvas que contiene jugo, pulpa, semilla y a

veces hollejos.

Orujo deshidratado: residuo sélido de la vinificacion que ha sido sometido a un
proceso de secado para eliminar la humedad. Incluye pieles, semillas y otros restos

de uva.

Polifenoles: compuestos organicos que contienen mas de un grupo fenol por

molécula y estan presentes en plantas que tienen propiedades antioxidantes.



FACULTAD DE INGENIERIA Y CIENCIAS
EXACTAS
Proyecto Final de Ingenieria

Proantocianidinas: grupo de compuestos flavonoides que se encuentran en

diversas frutas, verduras, nueces y granos.

Pulpa residual: material sélido que queda después de extraer el jugo o liquido de

frutas, verduras u otro producto vegetal.

Taninos: compuestos fendlicos presentes en plantas, con propiedades astringentes

y antioxidantes, y contribuyen al sabor y color de alimentos y bebidas.

Vinificacion: es el proceso de produccion de vino, que incluye varias etapas. Se
transforman los azucares de las uvas en alcohol y se desarrollan las caracteristicas

de sabor, aroma y color del vino.

Nota: bagazo de uva equivale a orujo de uva, que a su vez equivale a residuo de

vino.
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RESUMEN

La creciente tendencia hacia procesos de manufactura sostenibles y modelos de
economia circular ha llevado a explorar el potencial del orujo de uva, un residuo
mayoritario de la industria vitivinicola que representa aproximadamente el 30% de la
masa total del fruto. Este subproducto, compuesto por pericarpio, semillas y mesocarpio,
ofrece una oportunidad estratégica para reducir el impacto ambiental, al tiempo que puede
ser valorizado como ingrediente funcional por su elevado contenido de fibra dietética y
compuestos fenolicos bioactivos. El presente estudio explord el impacto del orujo de uva
deshidratado, rico en polifenoles, en las caracteristicas nutricionales y organolépticas del
chocolate semiamargo al 54%. Se evaluaron variables como aroma, textura, perfil de
sabor y contenido de polifenoles, ademas de llevar a cabo analisis microbiologicos para
garantizar la inocuidad del producto. Los resultados indicaron que la incorporacion de un
15% de orujo mejoro la biodisponibilidad de polifenoles, y redujo el contenido de aztcar
sin comprometer el sabor ni el color del chocolate. Estos hallazgos destacan el potencial
del orujo de uva como una materia prima sostenible dentro de la economia circular,
promoviendo su aprovechamiento en la industria alimentaria para desarrollar productos
mas responsables y ecologicos. Este trabajo establece una base solida para futuras
investigaciones sobre el uso del orujo en diversas matrices alimentarias y su sinergismo

con otros componentes funcionales.
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1 ESTADO DEL ARTE DE INVESTIGACIONES PREVIAS

En los ultimos afios el interés por el aprovechamiento de subproductos agricolas
en la industria alimentaria ha aumentado significativamente. Este enfoque no solo
responde a la necesidad de reducir el impacto ambiental de los residuos agroindustriales,
sino también a la busqueda de ingredientes funcionales que mejoren el perfil nutricional

y organoléptico de los alimentos.

Entre los subproductos generados por la industria vitivinicola, el orujo de uva ha
sido ampliamente estudiado debido a su alto contenido en polifenoles, fibra y por otros
compuestos bioactivos. Estas caracteristicas hacen que el orujo se considere un

ingrediente funcional con un gran potencial para su incorporacion en diversos alimentos.

Diversos estudios detallan el efecto benéfico de los polifenoles provenientes del
orujo de uva agregado a alimentos. Por ejemplo, Bolenz y Glode (2021) evaluaron la
incorporacion de orujo de uva en productos chocolateros dando como resultado un mejor
rendimiento tanto su estabilidad frente a la oxidacidon como su contenido nutricional. A
su vez, Silva et al., (2022) evidencia que los compuestos bioactivos del orujo, incluidos
los polifenoles y flavonoides, no solo tienen un efecto antioxidante, sino que también
pueden modular procesos inflamatorios en el organismo humano. Estas propiedades
funcionales refuerzan el potencial del orujo como ingrediente en alimentos saludables.
Por otra parte, Bustamante., (2018) evalu6 la incorporacion de fibra derivada del orujo de
uva en la elaboracion de galletas, lo que resultd en un aumento del contenido de fibra
soluble y una mejora en las propiedades texturales del producto, sin comprometer su
aceptabilidad sensorial. En aplicaciones mas innovadoras se evalu6 el uso de orujo de uva
en chocolates amargos, Tavernini et al., (2020) los resultados destacaron que la
incorporacion de orujo en polvo mejord el contenido de polifenoles del chocolate,
aumentando sus beneficios antioxidantes y manteniendo caracteristicas organolépticas

aceptables.

En este contexto, el presente estudio busca profundizar en la aplicacion del orujo
de uva en la formulacién de chocolate semiamargo, evaluando tanto sus beneficios

nutricionales como sus efectos sobre las propiedades sensoriales del producto final.
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2 INTRODUCCION

En los ultimos afos, la produccién mundial de vino ha crecido significativamente,
posicionando a Argentina como el quinto productor global y el principal exportador de
mosto. Este crecimiento genera grandes cantidades de residuos, como el orujo de uva,
compuesto por hollejos y semillas, especialmente en vinos tintos tras la maceracion. El
impacto ambiental de estos residuos ha impulsado investigaciones recientes que buscan

promover su reutilizacion y reciclaje en la cadena de valor.

La parte fundamental de este proyecto implicé el estudio del bagazo de uva
deshidratado obtenido a partir de los residuos vitivinicolas, al cual se le analizaron las
caracteristicas de sus componentes, entre ellos los polifenoles, sus beneficios en la salud
del consumidor, y las posibilidades de uso como materia prima dentro de la industria

chocolatera.

Para poder llevar a cabo la practica en el laboratorio, se utiliz6 el bagazo de uva
proveniente de la bodega “Cabrito Negro Wines”. Una vez obtenida la muestra, se realizo
la deshidratacion de ésta a escala laboratorio y luego se realizaron los analisis

fisicoquimicos (incluyendo la cuantificacion de polifenoles) y microbiologicos.

A continuacion, se llevaron a cabo las diferentes pruebas aplicando esta materia
prima en diferentes formulaciones de chocolates semiamargo, reemplazando el contenido
de azcar por orujo de uva, para luego observar los cambios organolépticos y

nutricionales.

Como etapa final de este trabajo, se analizaron los resultados obtenidos y se
establecieron conclusiones sobre el impacto positivo del orujo de uva en la elaboracién
de productos chocolateros, destacando su potencial para mejorar la calidad nutricional y

organoléptica del chocolate semiamargo al 54%.

10
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3 HIPOTESIS

La utilizacion del bagazo de uva deshidratado en la industria chocolatera aportaria

beneficios organolépticos y nutricionales.

4  MARCO TEORICO

4.1 La industria del vino

El Cédigo Alimentario Argentino define al vino como el producto obtenido por
fermentacion alcohdlica de la uva fresca y madura o del mosto de uva fresca, con un

contenido de alcohol minimo del 7% (v/v a 20°C).

El proceso de elaboracion del vino comienza con la vendimia (cosecha), cuya
fecha debe ajustarse al momento de maduracion 6ptima de la uva, definido por el endlogo.
Esta puede llevarse a cabo de forma manual o mediante el uso de maquinaria
especializada, procurando en todo momento minimizar los dafios sobre el fruto. Durante
el transporte hasta la bodega, se debe preservar la integridad de las uvas para evitar su
deterioro por oxidaciones o golpes mecanicos. Una vez en la planta de elaboracion, se
realiza la recepcion de la materia prima, etapa en la cual se efectua la seleccion y
clasificacion de las uvas. Se analizan diversos parametros como el pH, la acidez total, el
color y el grado alcohdlico probable, lo cual permite obtener un diagnostico preciso de la
calidad de la cosecha. Ademas, se descartan aquellas uvas que presenten golpes, presencia

de plagas o signos de descomposicion.

A continuacion, las uvas seleccionadas son sometidas a la molienda, proceso que
libera el mosto mediante un estrujado cuidadoso que evita romper las semillas para
prevenir la liberacion de sabores amargos. Este mosto es tratado con didxido de azufre en
la etapa de sulfitado, con el fin de inhibir el crecimiento microbiano indeseado y evitar
procesos oxidativos que afecten la calidad del producto. Posteriormente, el mosto
sulfitado se lleva a depositos donde tiene lugar la maceracion, proceso fundamental en la
vinificacion del vino tinto, ya que durante esta etapa se extraen compuestos fendlicos de

las pieles, como taninos, antocianinas y sustancias aromaticas. En esta fase también se

11
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puede aplicar refrigeracion controlada para modular la extraccion de compuestos. En
paralelo o de forma consecutiva, se lleva a cabo la fermentacion alcohdlica, donde las
levaduras transforman los azlicares del mosto en etanol y didéxido de carbono. La
temperatura y la duracion de este proceso deben controlarse cuidadosamente, ya que
influyen directamente en el perfil sensorial del vino. Una vez finalizada la fermentacion,
en muchos casos se lleva a cabo la fermentacion malo-lactica, proceso en el cual el acido
malico es convertido en dcido lactico por accion de bacterias lacticas, reduciendo asi la

acidez total y mejorando la estabilidad microbiologica del vino.

Luego de las fermentaciones, se realiza el descube, que consiste en separar el vino
liquido del bagazo o partes solidas (pieles, semillas y restos de pulpa), seguido del
trasiego, técnica mediante la cual se transfiere el vino a un nuevo recipiente para eliminar
las lias gruesas y favorecer su limpidez. Posteriormente, el vino se somete a clarificacion
y filtrado. La clarificacion implica la adicion de agentes clarificantes que aglutinan las
particulas coloidales, facilitando su sedimentacion. El filtrado complementa este proceso,
eliminando los so6lidos residuales que puedan quedar en suspension. Ambas operaciones
son esenciales para garantizar la estabilidad fisico-quimica y la limpidez del vino, ademas
de evitar la aparicion de sedimentos en la botella. Finalmente, el vino es embotellado bajo
condiciones controladas de higiene, en envases que pueden ser de vidrio u otros
materiales, segun la estrategia comercial y las exigencias del mercado. El embotellado
constituye una etapa critica para preservar la calidad microbiolédgica, fisicoquimica y

sensorial del producto final, asegurando asi su integridad hasta el momento del consumo.

12
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Figura 1: diagrama de flujo de la elaboracién del vino tinto.

4.1.1 Estudio del uso de los residuos generados en la produccion de

vino

En los ultimos anos, la produccion mundial de vino se ha mantenido relativamente
estable con un promedio de 26 millones de hectolitros anuales (Organizacion
Internacional de la Vifia y el Olivo, 2023). Europa es una region dominante en la
produccion de vino, con paises como Italia, Francia y Espafia liderando las cifras; sin
embargo, paises como Argentina, Chile, Australia y Estados Unidos también han

experimentado un crecimiento sostenido en sus volimenes de produccion.

Argentina es el quinto productor mundial de vino y el principal exportador de
mosto a nivel mundial. La vitivinicultura constituye una de las actividades
agroindustriales méas importantes del pais, esta concentrada en las provincias del oeste,
abarcando mas de 230.000 ha cultivadas, predominando las uvas aptas para la elaboracion
de vino y mosto (92,2 %), con un bajo porcentaje de uvas para consumo en fresco (5,7
%) y para pasas (1,9 %). La cantidad de bodegas es de 884, de las cuales 634 estdn en

Mendoza, 121 en San Juan y 129 en las otras provincias vitivinicolas (INV, 2023).

Argentina fue el quinto mayor productor mundial de vino, destacdndose entre las
potencias globales de este sector (INV, 2019). Este posicionamiento no solo se debe a los
volumenes de produccion, sino también a la calidad y variedad de sus vinos, destacandose

la emblematica cepa Malbec.
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UADL:

Var.19/18en| Var.19/18
Unidad: Mill. hl 2014 2015 2016 2017 Prov. 2018 Prel. 2019 volumen en %
Italia 42 500 509 425 548 466 -82 -15%
Francia 465 470 454 364 490 418 -12 -15%
Espana 385 3 387 325 449 43 -106 -24%
Estades Unidos** 23] 7 231 233 238 236 -03 -1%
Argentina 152 134 94 118 145 130 -15 -10%
Australia ne 18 13] 137 128 125 -04 -3
Chile a9 128 101 95 128 18 -10 -Th
Sudifrica 15 112 105 108 95 a7 02 Th
China*** 135 133 132 118 91 ND ND ND
Alemania 92 88 80 75 103 a0 -12 12%
Portugal 62 70 60 67 61 6.7 06 10%
Rusia 51 56 66 58 55 60 05 &%
Rumania 37 36 33 43 51 449 -02 &%
Hungria 24 26 25 25 34 32 -02 -6%
Nueva Zelanda 32 23 3l 28 30 30 00 -1%
Brasil 28 27 13 36 3l 29 -01 -5%
Austria 20 23 20 25 28 28 01 &%
Grecia 28 25 25 26 22 20 -02 -B%
Georgia 08 12 09 10 17 18 00 %
Suiza 09 09 11 8 11 1 -0l -6%
MUNDO 210 215 210 249 294 263 -30.6 -10%

Figura 2: porcentaje de produccion de vino a nivel mundial expresado en millones de hectolitros. Extraido
de Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino (2021)

Argentina también se ha consolidado como el principal exportador mundial de
mosto, utilizado en diversas aplicaciones como en la elaboracién de jugos, en la

produccion de alimentos y bebidas fermentadas, entre otros.

En el pais solo siete provincias concentran el 99,5% de la superficie cultivada de
vid. La cosecha de uvas alcanz6 los 1.455.311.700 kilogramos, siendo la provincia de
Mendoza la que mayor cantidad de cosecha de uvas tiene. Parte de esta fue destinada a la
produccion de vino, alcanzando los 10.730.412 hectolitros de vino, siendo mayor la

cantidad de vino tinto, seguido por blancos y por ltimos rosados (INV, 2023).
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Cultivo de Vid en Argentina

1,60% 0,80% 0,80%

21,10%

TOA0%

Figura 3: porcentaje de las diferentes provincias en el cultivo de vid en Argentina (INV, 2023).

La actividad vitivinicola en Argentina representa una parte significativa de la
produccion agroindustrial nacional, aportando aproximadamente entre el 10% y 12% en

comparacion con otros productos del sector.

Se generaron 229.000 litros de desechos durante el proceso de vinificacion, de los
cuales el 80%, que incluyen principalmente orujo (piel, semillas y tallos de uva), fueron
destinados al compostaje a gran escala. Parte de los desechos también se utiliza para

alimentacion animal, y otra fraccion se destila para la produccion de etanol (INV, 2023).

Segiin diferentes fuentes que se detallan al pie de cada parrafo, las cinco
principales consecuencias ambientales de los residuos generados en la produccion de vino

son:
1. Qases de efecto invernadero

La generacion de gases de efecto invernadero, como el metano, ocurre durante la
descomposicion de los residuos organicos y contribuye al cambio climatico cuando estos
residuos no se gestionan adecuadamente. La mala descomposicion de los residuos
vitivinicolas en bodegas puede acelerar la emision de gases de efecto invernadero,

aumentando la huella de carbono del sector (Destilando el Mundo, 2025).
2. Impacto en suelos

El uso inapropiado de los residuos de la vinificacién como abono puede alterar la
estructura del suelo, afectando su capacidad para retener agua y nutrientes y, como

consecuencia, disminuir su fertilidad. Esto repercute negativamente en la estructura fisica
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del suelo afectando directamente la produccion viticola futura. Ademas, puede alterar la
diversidad de microorganismos esenciales para la calidad de los suelos, y también a la

vegetacion y la biodiversidad (Campo Galego, 2019).
3. Degradacion biologica

La alta carga organica presente en el orujo de uva, tales como polifenoles y taninos,
dificulta su degradacion bioldgica. En regiones como Mendoza, donde se realiza la
cosecha de uvas de forma estacional, se acumulan grandes cantidades de residuos en

cortos periodos de tiempo (Indiveri, 2022).
4. Contaminacion de aguas

El orujo de vino también tiene el potencial de contaminar el agua subterranea y
superficial debido a la presencia de compuestos organicos como azucares y etanol,
ademads nutrientes como nitrogeno y fosforo. La falta de tratamiento adecuado podria
aumentar la concentracion de contaminantes en cuerpos de agua cercanos a las areas

productivas impactando en la calidad del agua (Condorchem Enviro Solutions, 2023).
5. Impacto en la biodiversidad

Por ultimo, la acumulacion de orujo de vino en el suelo y el agua puede afectar la
biodiversidad local, alterando los ecosistemas. El impacto en 4reas naturales cercanas a
los vifiedos debido a los residuos sin un procesamiento previo adecuado puede reducir la
poblacion de especies vegetales autdctonas y afectar también a la fauna (Duarte et al.,

2021).

De acuerdo con los efectos adversos mencionados anteriormente, la gestion de
residuos es crucial. Iniciativas como la investigacion en la reutilizacion del orujo de uva
muestran un camino hacia la sostenibilidad. Reducir la generacion de residuos y fomentar
su transformacidon en nuevas materias primas puede no solo mitigar los impactos
ambientales, sino también promover una economia circular dentro del sector vitivinicola,
clave para contribuir al desarrollo sostenible del pais. Los posibles usos y aplicaciones
dentro de la industria se encuentran detallados en el punto 6.3 del presente trabajo de

investigacion.
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4.1.2 Estado de situacion de la Bodega “Cabrito Wines”

En Argentina, las bodegas se clasifican de acuerdo con su capacidad de produccion
en base a la cantidad de litros de vino producidos al afio. De acuerdo con el Instituto
Nacional de Vitivinicultura Argentino (INVA), entidad que regula y supervisa la

actividad vitivinicola en el pais, las bodegas se pueden clasificar en:
e Bodegas artesanales o pequenas:
o Tienen una produccion menor a 500.000 de litros anuales.
o Son caracterizados por producir vinos de autor o de alta calidad
e Bodegas medianas:
o Produccién entre 500.000 y 5.000.000 de litros anuales

o Incluye bodegas que combinan distintos procesos industriales, con

produccion orientada tanto al mercado interno para exportar.
e Bodegas grandes:
o Produccién superior a 5.000.000 de litros anuales.

Para el presente trabajo se selecciond una bodega artesanal llamada “Cabrito
Negro Wines”, la cual se fund6 en el afio 1968 como una cooperativa vitivinicola, situada

en San Rafael de Mendoza.

Con mas de 80 afios de antigiiedad como bodega, la misma estad formada por
alrededor de 250 socios y abarca alrededor de 1000 hectareas, en las cuales se cultivan

las siguientes uvas:
- Uvas tintas: Malbec; Cabernet S., Syrah, Bonarda, Tempranillo, Criollas, Cerezas
- Uvas Blancas: Chenin, Torrontés Riojano, Pedro Giménez, Moscatel Rosado

Particularmente esta bodega, de acuerdo con los datos proporcionados por Fabio
Zamora, endlogo responsable, se procesan alrededor de 13 millones de kilogramos de
uvas, y tiene una capacidad de 12 millones de litros de vino, de los cuales un 12%

aproximadamente son residuos, los cuales estan compuestos por el orujo y por los
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escobajos, es decir, que aproximadamente hay 1.560.000 kg de residuos anuales

producidos unicamente por esta bodega.

Produccion vs Residuos
16.000.000

14.000.000 1.560.000

12.000.000 1.440.000

10.000.000

8.000.000

6.000.000 12.000.000 13.000.000

4.000.000
2.000.000

0
Litros Kilogramos

Produccion Residuos

Figura 4: cantidad de residuos generados vs cantidad producida.

Esta bodega utiliza los residuos de la produccion de vino para obtener alcohol
destilado o para compostar, contribuyendo al ciclo de cultivo. Como posible solucion al
manejo de residuos, se planted la hipotesis de que el orujo de uva, subproducto de la
vinificacion, podria reutilizarse eficientemente. Los posibles usos y aplicaciones dentro
de la industria se encuentran detallados en el punto 6.3 del presente trabajo de

investigacion.

4.1.3 Caracteristicas del residuo de la industria vitivinicola

Durante la produccion de vino tinto, se generan diversos residuos a lo largo de las
distintas etapas del proceso. Entre estos residuos se encuentran los tallos de las uvas, que
son eliminados durante el despalillado y estrujado, asi como el orujo de uva fermentado
que queda después del primer prensado. Ademas, las lias, un subproducto que se forma
tras la maduracioén del vino, y las aguas de desecho resultantes del filtrado antes del

embotellado, también representan una parte significativa de los residuos generados.

Si estos subproductos no se gestionan adecuadamente, pueden tener un impacto

considerable en el medio ambiente.
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Figura 5: diagrama de flujo de la produccion de vino tinto y vino blanco con el detalle de los residuos
generados. Extraido de Lopez-Astorga et al. (2023).

Estos residuos representan un 30% del peso total de las uvas producidas en los
vifiedos, de acuerdo con Moro y colaboradores (2021) estan compuestos principalmente
por la piel, la pulpa residual, semillas y tallos de las uvas utilizadas para la produccion de
vino; este alto porcentaje de desechos no solo refleja la magnitud del material organico

generado durante la elaboracion del vino.

Tal como se mencion6 anteriormente, los productores suelen emplear estos
residuos como abono organico para los cultivos o como alimento para el ganado,
aprovechando su contenido nutricional bésico. Sin embargo, estos residuos representan
una valiosa fuente de compuestos bioactivos, como los polifenoles y antioxidantes que
ofrecen importantes beneficios que aportan dichos compuestos, asi como su potencial

para ser aprovechados en diversas industrias, desde la alimentaria hasta la farmacéutica.

4.1.3.1 Compuestos fenolicos del orujo de uva: polifenoles

Los polifenoles son un grupo amplio y diverso de compuestos bioactivos presentes
en plantas, caracterizados por tener multiples unidades fenolicas en su estructura quimica.
Estos compuestos desempefian un papel fundamental en la defensa de las plantas contra
el estrés oxidativo y los patdgenos. Son responsables de muchas de las propiedades

organolépticas, como el color y el sabor, en alimentos y bebidas derivados de plantas.
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En las uvas, los polifenoles se dividen principalmente en dos grandes categorias:

- flavonoides

- no flavonoides

Estos compuestos varian en su estructura quimica y funcion, pero comparten algunas

propiedades comunes, como su capacidad antioxidante.

Categoria de Flavonoides
polifenoles
Tipos Antocianinas Flavonoles Flavanoles
(Catequinas y
Epicatequinas)
Descripcion Son las responsables del color Se encuentran en la piel y | Se encuentran en las
rojo, azul, y purpura de las uvas, en menor medida en las semillas de uva, son
especialmente en las variedades semillas. mondomeros que
tintas y abundan principalmente pueden formar
en la piel de la uva. polimeros conocidos
como taninos
condensados o
procianidinas
Funciones Propiedades antioxidantes y Protectores de UV en las Propiedades
antiinflamatorias, prevencion de plantas y potentes efectos astringentes que
enfermedades cardiovasculares y antioxidantes. contribuyen a la
neurodegenerativas. estructura y sabor del
Contribuyen a la estabilidad ) ,
vino, ademas de ser
del color en el vino. .
antioxidantes
efectivos.
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Similitudes Fuertes capacidades antioxidantes.
Diferencias Sensibles a cambios de pH, lo Menos sensibles al pH y No contribuyen al
que influye en su coloracion. generalmente no afectan el color, pero si a la
color de la uva o el vino. astringencia y la
sensacion en boca.
Tabla 1 cuadro comparativo de principales categorias de flavonoides presentes en el orujo de uva.

Extraido de Fuente Marin, L. (2014).

Categoria de

No Flavonoides

polifenoles

Tipos Acidos Fenoélicos Estilbenos (como el resveratrol)

Descripcion Presentes en la pulpa, piel, y semillas de la Es el mas estudiado debido a sus
uva, siendo el acido galico uno de los mas | beneficios potenciales para la salud, y se
abundantes. encuentra principalmente en la piel de la

uva.
Funciones Actlian como antioxidantes y tienen Propiedades antiinflamatorias,
propiedades antimicrobianas. También son | anticancerigenas y de prolongacion de la
precursores de taninos hidrolizables. vida util en algunos modelos biologicos.
Similitudes Capacidad antioxidante

Diferencias Su estructura quimica es mas simple que la | Tiene una estructura nica que le confiere

de los flavonoides, y no contribuyen al color
o astringencia de la misma manera, pero su
contribucion a la preservacion, sabor y

propiedades antioxidantes es crucial.

propiedades especiales, como la
activacion de ciertas vias celulares

asociadas con la longevidad.
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Tabla 2 cuadro comparativo de principales categorias de flavonoides presentes en el orujo de uva.
Extraido de Fuente Marin, L. (2014).

A continuacion, se detalla una figura con la clasificacion de los compuestos

fenodlicos y sus respectivas moléculas:

)
FLAVONOIDES Flavancles | Antocianinas |

Quercetina Miricetina Catequina Epigalocatequina Malvidina-3-gicudsido

COMPUESTOS | + '
FENOLICOS z e
= NO FLAVONOIDES Acidos Fenélicos E

OH L

Figura 6: cuadro detallado de los diferentes compuestos fendlicos. Extraido de Lopez-Astorga et al.,
(2023).

En lo que respecta al orujo de uva como fuente de compuestos fendlicos, contiene
alrededor de un 70% del contenido de compuestos fendlicos presentes en la uva, los cuales
permanecen en el orujo luego de transcurrir el proceso de elaboracion del vino. Esta
retencion importante de compuestos fenolicos se debe a factores relacionados con la
estructura misma de la uva y con el proceso de elaboracion del vino, entre los cuales

encontramos tres factores principales:

1. Composiciéon en la uva: los compuestos fendlicos se encuentran en mayor
concentracion en la piel, las semillas y los tallos de la uva, por lo tanto, gran parte

de estos compuestos queda en el orujo (los residuos solidos).
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Compuestos Fendlicos

Antocianinas y Estilbenos
Malvidina-3-glucésido
Resverairi

Acidos Fonélooc—
Galico, Clorogénico,
Ferilico, SHnglog__

Figura 7: detalle de compuestos fendlicos de la uva. Extraido de Lépez-Astorga et al., (2023).

2. Proceso de maduracion: Durante la maceracion, los compuestos polifenolicos son
extraidos de las pieles y las semillas al mosto, sin embargo, este proceso no es

100% eficiente, por diferentes aspectos:

e Estructura de la piel y semillas: las pieles y semillas de las uvas, tienen
una estructura celular compleja y rigida, lo que dificulta la liberacion total
de polifenoles, encontrandose algunos de estos compuestos protegidos
dentro de las células o en la pared celular, limitando su disponibilidad para

ser extraidos al mosto.

e Solubilidad limitada: la solubilidad de ciertos polifenoles en el mosto se
ve limitada por factores como la temperatura, el tiempo de maceracion, el
pH y el contenido de alcohol, influyen en como se disuelven estos

compuestos.

e Tiempo de contacto limitado: a pesar de que el mosto se encuentra en
contacto con las pieles y las semillas durante un tiempo prolongado para
maximizar la extraccion, no es suficiente para extraer todos los

compuestos polifendlicos.

3. Naturaleza de los polifenoles: algunos polifenoles tienen una baja solubilidad en
el mosto acuoso, lo que hace que permanezcan en los componentes solidos, que

luego formaran parte del orujo.
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4.1.3.2 Fibra dietaria

La fibra dietaria se define como la parte de los carbohidratos que el cuerpo
humano no puede digerir ni absorber durante el proceso digestivo. Segun la Organizacioén
Mundial de la Salud (OMS, 2018) esta fraccion de compuestos, que incluye tanto fibra
soluble como insoluble, es fundamental para la salud digestiva, ya que ayuda a regular el

transito intestinal y previene el estrefiimiento (OMS, 2018).
La fibra se categoriza en dos tipos:

- Fibra soluble:

Es un tipo de fibra dietética que se disuelve en agua debido a su estructura
quimica, compuesta por polisacaridos y otros compuestos que tienen la capacidad
de interactuar con las moléculas del agua, formando un gel viscoso en el sistema

digestivo.
- Fibra insoluble:

Esta clasificacion de fibra no interacciona con las moléculas de agua por su
estructura quimica que, a diferencia de las solubles, estas fibras estdn compuestas
por polimeros como la celulosa, hemicelulosa y lignina, que tienen una estructura
mas rigida y menos capacidad de formar enlaces con las moléculas de agua, por

lo que pasa a través del tracto digestivo practicamente intacta.

Fibra Dietaria

Figura 8: detalle de fibra dietaria de la uva. Extraido de Lopez-Astorga et al., (2023).
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El orujo de uva se considera fuente de fibra dietaria soluble e insoluble, pudiendo

contener entre el 20-80%. En el orujo de uva se encuentran principalmente la pectina,

celulosa, lignina y otros polisacaridos.

_l INSOLUBLE }

Celulosa Hemicelulosa Lignina

FIBRA DIETARIA | = SOLUBLE

COOH OH O0H OH
Q /—o. /0 — 0
OH OH OH OH b
s} o) 'O/<—'>
OH COOH OH COOH
- S S
CH,OH CH;OH
/—0 OH)—0_OH HO~~\O~,-OH _O._-OH
OH OH L e ' [\)
oH OH : HO™ 3 70H  (HO Sy O
OH OH OH OH

Figura 9: cuadro detallado de la clasificacién de fibra dietaria. Extraido de Lopez-Astorga et al., (2023).

Dependiendo del tipo de fibra, sea soluble o insoluble, se puede clasificar de acuerdo

con su grado de fermentacion:

La fibra fermentable se refiere a la parte de la fibra que puede ser descompuesta
por las bacterias intestinales en el colon. Esta fermentacion produce productos
como acidos grasos de cadena corta y gases, que pueden tener efectos beneficiosos
en la salud intestinal, como mejorar la funcion del colon y apoyar la salud
metabodlica, en donde las fibras fermentables son mayormente las fibras solubles,
debido a que se disuelve en agua y forma una sustancia tipo gel (gel-like) en el
intestino, es decir una sustancia con textura viscosa, semisolida. Esta propiedad
de gel permite que las fibras fermentables desempefien sus funciones beneficiosas,
como ralentizacion de la digestion, mejorar la absorcion de nutrientes y actuar

como alimentos para las bacterias intestinales beneficiosas.

La fibra no fermentable, presente en mayor medida en las fibras no solubles, no

es descompuesta por las bacterias intestinales y atraviesa el tracto digestivo sin
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ser alterada. Esta caracteristica contribuye principalmente al aumento del volumen

de las heces y a la regularidad intestinal.

4.2 Beneficios en la salud humana de los polifenoles

Los compuestos polifendlicos recuperados en el residuo del vino (orujo de uva)
luego del proceso de vinificacion cuentan con grandes valores anadidos, ya que los
polifenoles son compuestos bioactivos con diferentes impactos positivos en la salud

humana

Con base en investigaciones cientificas, se han identificado diversos beneficios

respaldados por evidencia

o Poder antioxidante:

El poder antioxidante proviene de su capacidad de neutralizar los radicales libres,
definidos como moléculas inestables altamente reactivas, que se generan de manera
natural y dafian las células y los tejidos del cuerpo. Los polifenoles por su estructura
quimica permiten donar electrones o atomos de hidrogeno a los radicales libres,
neutralizandolos y evitando que dafien las células. Algunos polifenoles tienen la
capacidad de estimular la actividad de enzimas antioxidantes presentes en el cuerpo, como
la enzima superoxido dismutasa (SOD), catalasa, glutation, peroxidasa (Quifiones et al.,

2012).

e (Capacidad antiinflamatoria

Mediante investigaciones cientificas, se ha mostrado la capacidad de los polifenoles
en la posible intervencion de problemas inflamatorios. Podrian promover la secrecion de
factores antiinflamatorios, al mejorar la barrera mucosa intestinal y la funcion del sistema

inmunolégico (Mancuso ef al., 2019).
Esto se da, por varios factores:
a. Inhibicion de mediadores inflamatorios:

Los polifenoles inhiben la produccion de citocinas

proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa, la interleucina-6
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y la interleucina-1 beta. Estas citocinas son muy importantes en lo que

respecta a la activacion de la respuesta inflamatoria.
b. Modulacion de las vias de sefalizacion inflamatorias:

Mediante la composicion polifendlica, se genera un impacto que

puede influir en las diferentes vias de sefializacion:

i. Via NF-kB (Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells): factor importante de transcripcion que
promueve la expresion de genes proinflamatorios, su inhibicién

ayuda a reducir la produccién de citocinas proinflamatorias.

ii. Via MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase): esta via, incluye
varias quinasas que regulan la respuesta celular a factores externos,

como el estrés.

iii.  Via PI3K/Akt (Phosphoinositide 3-kinase / Protein kinase B): los
polifenoles pueden activar esta via, que se encuentra asociada a la
supervivencia celular y la regulacion del crecimiento. La
activacion de esta via podria tener efectos antiinflamatorios al

inhibir la apoptosis y mejorar la funcion celular.

iv. Via Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2): esta via
puede activarse por la presencia de polifenoles, al ser un factor de
transcripcion  reguladora de la expresion de enzimas

detoxificadoras, lo que ayuda a reducir la inflamacion,

v. Via AMPK (AMP-activated protein kinase): la activacion de esta
via, puede contribuir a la regulacion del metabolismo energético y

la inflamacion.
¢. Reduccion de estrés oxidativo:

Genera un alivio en el estrés oxidativo, asociado a la capacidad
antioxidante de los polifenoles, reduciendo los niveles de especies

reactivas de oxigeno (ROS), los polifenoles disminuyen la activacion de
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rutas inflamatorias inducidas por el estrés oxidativo, evitando la

probabilidad al riesgo de inflamacion.

e Proteccién cardiovascular

Es una de las cualidades mas conocidas en el vino, por lo que tiene suma importancia
en el bagazo, estos efectos se generan gracias a sus propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y vasodilatadoras, actuando en varios mecanismos en el sistema

cardiovascular.
Parametros importantes en la proteccion cardiovascular:

a. Reduccion del estrés oxidativo, una de las principales causas del dafo
cardiovascular. Las especies reactivas de oxigeno (ROS) pueden oxidar el
colesterol LDL promoviendo la formacion de placas ateroscleroticas en

las arterias.
b. Mejora en la funciéon endotelial:

El endotelio (capa interna de vasos sanguineos) es fundamental en la
regulacion del flujo sanguineo y la presion arterial. La presencia de los
polifenoles generaria un aumento en la produccion del 6xido nitrico,
fomentando los efectos beneficiosos de la molécula promotora de la
vasodilatacion, de esta manera se reduce la presion arterial y mejora el

flujo sanguineo.

e (Capacidad neuroprotectora

El efecto neuroprotector de los polifenoles, esta relacionado a la capacidad de proteger

las neuronas y mejorar la salud del sistema nervioso central.

La posible proteccion neurologica se asocia a un conjunto de propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y moduladoras de rutas celulares involucradas en la
supervivencia neuronal, con posibles beneficios en la prevencion de enfermedades

neurodegenerativas como el Alzheimer y el Parkinson.

Entre las principales propiedades destacan:
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- Reduccidn de estrés oxidativo en el cerebro:

Los polifenoles, podrian tener un efecto significante en la reduccion del
estrés oxidativo (ROS) en el cerebro, siendo este altamente susceptible al dafio

por estrés oxidativo debido a su alta tasa metabolica y su consumo de oxigeno.
- Efecto antiinflamatorio en el cerebro:

La propiedad de los polifenoles podria generar una inhibicion de las
células gliales activadas, responsables de la liberacién de citocinas
proinflamatorias (IL-6 y TNF), reduciendo la inflamacién y previniendo el dafio

neuronal asociado a la neuro inflamacion cronica.
- Modulacion de la senalizacion neuronal:

La presencia de los polifenoles podria permitir modular rutas de
sefalizacion celular involucradas en la supervivencia y la plasticidad de las

neuronas, rutas que regulan la neuroproteccion.

Los polifenoles se encuentran en distintas variedades de alimentos, dentro de los

cuales encontramos visibles en la siguiente tabla:

Alimentos con alto contenido de polifenoles

Grupo de alimento
100-200 mg/Equivalente >200 mg/Equivalente

Figura 10: alimentos clasificados segun su grupo y contenido aproximado de polifenoles. Extraido de
Lépez-Cervantes et al., (2023).
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El consumo promedio de polifenoles en Argentina no se encuentra documentado
por ninguna investigacion, sin embargo, el rango de consumo depende de la dieta
individual, teniendo una gran variacion de consumo promedio, debido a la situacion
actual del pais. Existen estudios internacionales publicados (Kawada, 2021) que indican
como resultado, que una ingesta promedio de polifenoles en una dieta tipica, oscila entre
500 y 1000 mg /dia, dependiendo de la cantidad de frutas, verduras, té, vino tinto, café y

productos integrales consumidos por cada individuo.

4.3 Posibles usos del orujo de uva en la industria

En los ultimos 10 afios, las empresas comenzaron a investigar y desarrollar, la
utilizacion de residuos generados a lo largo de los procesos productivos, impulsado por
varios factores, como normativas ambientales, expectativas de los consumidores,

innovaciones tecnoldgicas, iniciativas globales, entre otras cosas.

En la industria vitivinicola se generan grandes cantidades de residuos de bagazo

de uva, por lo cual se estan estudiando los posibles usos de estos residuos.

Actualmente varias empresas productoras de vino pagan por la eliminacion de
estos residuos, dirigidos a su reutilizacion en forma de compostaje. Pero, se estan

investigando distintas alternativas de uso para estos residuos:

® Aplicaciones en la industria alimentaria

El enriquecimiento de los alimentos con subproductos de la vinificacion permitira
crear alimentos funcionales, permitiendo la introduccion de ingredientes naturales,

obtenidos a partir de residuos.

A continuacion, se presenta una piramide alimenticia como herramienta visual
donde se observa la posible aplicacion del orujo de uva deshidratado en los productos

pertenecientes a los cinco grupos de alimentos y bebidas, con el fin de enriquecerlos.
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Figura 11: piramide alimenticia para aplicacion del orujo de uva. Extraido de Ferrer-Gallego et al. (2022).

Desglosando cada seccion de la piramide alimenticia tenemos:
o Aguas e infusiones aromatizadas

Las infusiones se encuentran en creciente demanda por parte de los
consumidores. Actualmente hay un gran movimiento mundial, por el uso de
colorantes naturales, en donde el bagazo de uva podria llegar a tener gran
significancia. En el caso de las uvas rojas, son una gran fuente de pigmento
natural. Contiene pigmentos solubles en agua tales como antocianinas,

principalmente 3-glucosidos, 3-acetilglucosidos, y 3-p-cumaroilglucosidos.

Por otro lado, al igual que el color, los volatiles presentes en el bagazo de
vino, tienen sabores diferenciales, que pueden usarse para mejorar el perfil
aromatico de algunas infusiones, por su gran variedad de compuestos aromaticos.
Como parametro de seguridad y vida util, la bioactividad del bagazo de uva,
también podria ser evaluada en aguas fortificadas e infusiones, por su gran
disminucion en la tasa de crecimiento microbiano, en lo que se destacan los

patogenos, con su posible uso como conservante (Alibade et al., 2021).
o Pany pastas

Los productos panificados y las pastas son muy predominantes en el
mercado, por lo que la produccién de trigo/maiz por dia se encuentran en grandes

escalas.
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Se busca obtener una harina con una granulacién similar a la harina de
trigo, a partir del orujo de uva seco, con el fin de obtener un nuevo producto, u
obteniendo una fortificacion del pan de trigo con el agregado de orujo de uva,
mejorando el potencial bioactivo. Esta materia prima se ha evaluado en barras de
cereales y de panaderia con diferente contenido de harina, mejorando las
propiedades reologicas y microestructurales de la masa de trigo (Tolve ef al.,

2021).
o Productos lacteos

El yogurt es de gran importancia global, por la gran demanda de los
consumidores como producto lacteo funcional, con ingredientes que promueven

la salud.

Utilizando el bagazo de uva, como fuente de antioxidantes, aplicado en el
yogurt, daria un gran agregado a su funcionalidad, asi como también influye en
sus atributos sensoriales como textura, color y aroma. Se realizaron pruebas, para
evaluar el prolongamiento de la vida 1til de estos productos, obtenido por el
aumento de compuestos fenolicos totales y actividad antioxidantes, ausentes en

los productos lacteos (Chouchouli ef al., 2013).
o Muffins y pasteles

En la parte superior, se encuentran alimentos de consumo habitual, como
muffins, galletas y productos azucarados, donde podria influir el uso de bagazo

de uva (Aksoylu et al., 2015).

Se demostr6 que, con la adicion del bagazo de uva deshidratado y molido,
a las galletitas, hay una disminucién en los acidos grasos libres, aumentando un
ligero contenido proteico. En este estudio de galletas, se observo que el uso del
bagazo de uva como materia prima, puede ser fuente importante de fibra y
polifenoles, aumentando considerablemente las propiedades funcionales de las
galletas y galletas dulces. Siendo esta materia prima, una alternativa a los
productos sin gluten, mejorando sus propiedades nutritivas y saludables (Mildner-

Szkudlarz et al., 2013).

o Bebidas alcohélicas / no alcohdlicas y alimentos procesados
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En la parte superior de la piramide se encuentran estos productos, en los
cuales se ha investigado en los ultimos afos el impacto de los extractos de bagazo
de uva en la estabilidad oxidativa, asi como en los compuestos organicos volatiles
y el perfil aromatico de bebidas alcoholicas como el vino tinto y bebidas no
alcohdlicas funcionales (Nunes et al., 2024), asi como en productos procesados
como embutidos, snacks y productos carnicos cocidos (Asensio-Grau et al., 2022;

Lopez de Dicastillo ef al., 2024).
e Aplicaciones en ganaderia y alimentacion animal

En general, el uso de orujo de uva es aplicable a la alimentacion de rumiantes, esta
especialmente indicado de acuerdo con el articulo publicado Sitio Argentino de
Produccion Animal, para animales en mantenimiento/crecimiento. Las posibilidades de
uso durante la fase productiva, se relaciona principalmente con los efectos de los
compuestos bioactivos que contienen, de los nutrientes que proporciona (Baumgirtel et

al., 2007; INRA,2007).

Una de las estrategias mas comunes para prevenir la oxidacion lipidica en la carne es
la inclusiéon de antioxidantes en la dieta animal. Sin embargo, muchos de estos
compuestos son costosos de sintetizar y estan restringidos en algunos paises debido a sus
posibles efectos toxicos o carcinogénicos. Esto ha generado un creciente interés en
desarrollar antioxidantes naturales a partir del bagazo de uva para su uso en la
alimentacion animal. (Makris ef al., 2007; Molina-Alcalde ef al., 2008; Spanghero ef al.,
2009).

4.4  Estado de situacion de la industria chocolatera en nuestro pais

La industria chocolatera en Argentina ha experimentado un crecimiento sostenido
en las ultimas décadas, consolidandose como uno de los sectores mas dindmicos y
creativos del pais. Con una produccion anual de alrededor de 45.000 toneladas al afio,
Argentina se posiciona entre los paises latinoamericanos con mayor consumo de
chocolate, con un consumo per céapita anual entre 2 y 3 kilos, y una frecuencia de compra

de al menos 2 veces por semana (Canosa, 2023).

El crecimiento de la industria chocolatera en Argentina ha sido impulsado por una

combinacion de tradicion y capacidad de innovacion. Con una rica herencia que fusiona
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influencias europeas con sabores autdctonos, el chocolate argentino se destaca no solo en
el mercado local, sino también a nivel internacional. Argentina exporta sus productos a
diversos paises de América Latina, Europa y otras regiones, lo que fortalece su presencia
global y contribuye de manera significativa a la economia nacional, posicionando al
chocolate argentino en el mapa global de la excelencia culinaria. Segun el informe de
Nosis (2023), Argentina tiene una gran produccion de chocolates a través de mas de 150
empresas chocolateras y de produccion de golosinas, ubicadas principalmente en la
Ciudad Autéonoma de Buenos Aires (22%), Rio Negro (13,9%), Coérdoba (9,3%) y
Mendoza (6,9%).

Para la produccion de chocolate, se necesita una serie de ingredientes

fundamentales, donde cada uno cumple una funcién caracteristica:

Ingredientes Basicos

Cacao en grano: la materia prima esencial que se procesa para obtener la pasta de

cacao, la manteca de cacao y el polvo de cacao.

- Pasta de cacao (licor de cacao): obtenida al moler los granos de cacao, contiene

tanto solidos de cacao como manteca de cacao.

- Manteca de cacao: es la grasa natural del cacao, que se separa de los sélidos de

cacao durante el proceso de produccion.
- Azucar: utilizado para endulzar el chocolate.

- Leche en polvo: usado en la produccion de chocolate con leche y chocolate

blanco.

Dependiendo el tipo de chocolate, va a variar el porcentaje de cada ingrediente:

Materia prima Chocolate amargo Chocolate con leche Chocolate blanco
Pasta de Cacao 42 % 15 % 0%
Azlcar 41 % 42 % 55 %
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Manteca de cacao 8,4 % 20 % 20 %
Lectina 0,4 % 0,4 % 0,4 %
Leche en polvo 0% 23 (8% descremada + 14 %

15% entera)

Otros (Vainilla, etc.) 0,2 % 0,6 % 0,6%

Tabla 3 cuadro comparativo de las diferentes proporciones de ingredientes en los diferentes chocolates.
Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca de Argentina (2025) y Directo al Paladar (2020).

Ingredientes adicionales

Lecitina de soja: un emulsionante que ayuda a mejorar la textura del chocolate y

facilita su procesamiento.
- Vainilla o extracto de vainilla: utilizado para mejorar el sabor del chocolate.

- Sélidos de leche: ademas de la leche en polvo, se pueden usar otros derivados de

la leche para ciertos tipos de chocolate.
- Frutos secos: almendras, avellanas, nueces, etc., para agregar sabor y textura.

- Frutas deshidratadas: como pasas, ardndanos, y otras frutas para chocolates

especiales.
- Saborizantes naturales o artificiales: para agregar diferentes perfiles de sabor.

- Edulcorantes alternativos: para chocolates bajos en azlcar o sin azlcar (por

ejemplo, stevia o maltitol).

Sal: en pequenas cantidades, para resaltar los sabores.
El estudio se enfocara en la siguiente variedad de chocolate producido en Argentina:

- Chocolate semiamargo 54% de cacao
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El chocolate semiamargo, también conocido como chocolate negro o chocolate puro,

cuenta con el siguiente diagrama de flujo para su produccion:

Figura 12: diagrama del proceso industrial de elaboracién de chocolate. Extraido de Afoakwa et al., 2008).

En la elaboracion del chocolate semiamargo a nivel industrial en Argentina,
cuenta con una variedad de maquinas especializadas para garantizar la calidad y

consistencia del producto.
Las principales maquinas incluyen:

1. Tostadoras de cacao: Se utilizan para tostar los granos de cacao, con el fin de

realzar el sabor y eliminar la humedad.
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Figura 13: tostadora de cacao
2. Molinos de bolas o rodillos: Estos equipos trituran las habas tostadas, formando
una masa de cacao (licor de cacao). En esta fase, se obtienen particulas finas que

contribuyen a la textura final del chocolate.

Figura 14: molino de bolas o rodillos

3. Conchas: Son maquinas que mezclan y airean el chocolate durante varias horas
para mejorar su sabor y suavizar la textura. En este proceso se reduce la acidez y

la astringencia del cacao.
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Figura 15: maquina de conchado
4. Templadoras: Estas maquinas controlan el enfriamiento del chocolate, siendo
crucial para obtener la cristalizacion adecuada de la manteca de cacao, dandole al

chocolate su brillo y textura correcta.

Figura 16: templadora

5. Moldes y lineas de enfriamiento mas envasado: Se utilizan para darle forma al
chocolate y empaquetarlo en sus formatos comerciales. Las lineas de envasado
pueden ser automaticas o semiautomaticas, dependiendo del volumen de
produccion.

El tinel de enfriamiento consiste en transportar el chocolate moldeado a través de
bandas transportadoras, a medida que va circulando la temperatura del chocolate
dentro del tinel disminuye gradualmente. Las condiciones deben ser exactas en
cuanto a su temperatura y humedad, para asegurar la calidad del chocolate,
evitando que pierda su brillo o se formen defectos como manchas blancas (bloom

de grasa)
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Figura 17: linea de enfriamiento y envasado

La descripcion detallada de cada etapa correspondiente a la produccion de cada

tipo de chocolate se encuentra en los Anexos 1, 2y 3.

4.4.1 Pérdida de polifenoles en los tipos de chocolates

Los polifenoles presentes en el chocolate provienen principalmente de los granos
de cacao, especialmente de la testa y el cotiledon. La testa, conocida también como
cascara, es la capa externa que recubre los granos de cacao y contiene la mayor
concentracion de polifenoles, mientras que el cotiledon corresponde a la parte interna del

grano.

La cantidad y composicion de polifenoles pueden variar significativamente
durante el procesamiento y almacenamiento del chocolate. Un factor determinante es el
tipo de chocolate y los procesos especificos empleados en su elaboracion, los cuales

influyen directamente en el contenido final de estos compuestos bioactivos.

El procesamiento del cacao al chocolate afecta los flavonoles y metilxantinas y
sus mecanismos de accion (Goya, Kongor, & de Pascual-Teresa, 2022). A continuacion,

se detallan las principales operaciones donde se produce la perdida de polifenoles:

1. Oxidacién: los polifenoles son sensibles al oxigeno, debido a su estructura
quimica. Estdn compuestos de enlaces dobles y grupos hidroxilos (Figura 6) que
pueden reaccionar con el oxigeno del aire, provocando su oxidacion. Durante la
oxidacion, los polifenoles pierden su capacidad antioxidante, lo que puede afectar

negativamente a la calidad del chocolate. Esto puede ocurrir durante el
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procesamiento del cacao, especialmente al utilizar altas temperaturas o si se

almacena el chocolate en condiciones de alta humedad.

2. Calentamiento: el calentamiento provoca la liberacion y degradacion de los
polifenoles, al realizarse el tostado se genera una pérdida importante de su
contenido inicial, especialmente si se superan los 60°C. Esta etapa es una de las
mas importantes ya que permite el desarrollo del sabor y el aroma del chocolate
producido. Por lo tanto, es importante controlar la temperatura durante el

procesamiento del chocolate para minimizar las pérdidas de polifenoles.

3. Luz: la luz ultravioleta (UV), puede causar la degradacion de los polifenoles, por
la capacidad que tiene para romper los enlaces quimicos de la estructura de los
polifenoles. En el momento que los polifenoles absorben la luz UV, se activan y
comienzan a descomponerse, pierden sus propiedades antioxidantes y alteran su
estructura quimica. Esto puede modificar tanto el sabor, como la calidad
nutricional del chocolate. Por eso, es crucial almacenar el chocolate en lugares

oscuros o en empaques que lo protejan de la exposicion directa a la luz.

4. Envejecimiento: los polifenoles pueden degradarse con el tiempo, especialmente
si se almacena el chocolate durante periodos prolongados. Esto se debe a la
oxidacion y la hidrolisis de los polifenoles, que pueden conducir a la formacién

de compuestos menos activos.

Las diferencias en las pérdidas de polifenoles entre los distintos tipos de chocolate se
deben a la variacion en la concentracion de cada componente. El chocolate amargo, por
ejemplo, presenta la mayor cantidad de polifenoles debido a su bajo contenido de azticar
y a la ausencia de leche en su composicion. En contraste, el chocolate de leche y el
chocolate blanco contienen mas aztcar y lacteos, lo que reduce la cantidad de compuestos
polifendlicos que se conservan. Ademas, el chocolate blanco, al no incluir solidos de
cacao, pierde muchos de estos valiosos compuestos, lo que lo convierte en la opcidon con

menor concentracion de polifenoles.

Por otra parte, la pérdida de polifenoles va a variar dependiendo del tipo de proceso

por el cual se obtiene el chocolate:
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- En el caso del chocolate amargo al sufrir un procesamiento térmico mas leve y
menos extenso en términos de temperaturas, esto ayuda a preservar mucho mejor

los compuestos polifendlicos por su sensibilidad al calor.

- Encel caso del chocolate de leche en su periodo de produccion, principalmente en
etapas de molienda, conchado y templado, se somete al cacao a temperaturas muy
elevadas, degradando en gran escala los compuestos fendlicos; esto se da porque
al contar con agregados lacteos y un mayor contenido de azucar, afecta tanto a la
estabilidad del producto como a su sabor y textura, lo que exige un control mas

riguroso durante su elaboracion.

La seleccion de las variedades de cacao desempefia un papel crucial en la
conservacion de polifenoles, ya que algunas presentan niveles mas altos debido a factores
genéticos, condiciones ambientales y métodos de procesamiento. Ademas, la eleccion de
la variedad de cacao esta influenciada por las preferencias del productor de chocolate,
quien toma en cuenta el perfil de sabor deseado, los procesos de elaboracion, el tipo de
producto final y las particularidades culturales y regionales. Estos aspectos combinados
determinan tanto la calidad funcional como las caracteristicas organolépticas del

chocolate producido
Existen tres diferentes variedades de cacao:
e (Cacao Forastero
e (Cacao Criollo

o (Cacao Trinitario
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Figura 18: variedades de granos de cacao. Extraido de Carvallo, J. A., et al. (2020).

El Cacao Forastero o Amazonia es el mas comun, tiene un sabor fuerte y amargo,
es algo acido y representa el 70% del consumo de cacao del mundo. Esta variedad,
produce la mayor cantidad de frutos, pero la desventaja se encuentra en su aroma sin
fineza y escaso sabor frutal. Se cultiva principalmente en Venezuela, Perti, Ecuador,
Colombia, Brasil, Costa de Marfil, Ghana, Camerun, Costa Rica, Santo Tom¢ y algunas
plantaciones en el sudeste asidtico. Tiene un contenido de polifenoles alto, representando

un 8-10% del peso seco de la semilla cruda.

El Cacao Criollo es el fruto con mejor calidad entre los tres tipos de cacao,
caracterizandose por ser el menos fructifero, es decir produce menos cantidad de frutos
en comparacion a las otras variedades, representando una menor proporcion en la
elaboracién mundial. Este tipo de cacao se caracteriza por tener aromas frutados con notas
de frutos secos y ligeramente amargo, pero refinado. Se utiliza en chocolates de mayor
calidad. Son cultivados principalmente en México, Guatemala y Nicaragua en pequefias
cantidades. Ademads, en otros paises como Venezuela, Colombia, islas del Caribe,
Trinidad, Jamaica, Isla de Granada, Madagascar, Java e islas Comores. Presentan un
contenido de polifenoles bajo en comparacion con el Forastero, representando alrededor

del 6-8% del peso seco de la semilla cruda.

El Cacao Trinitario es un tipo de cacao hibrido obtenido a partir del criollo y del
forastero. La produccion de este cacao es superior en comparacion al criollo, y al
combinar las caracteristicas gustativas de ambos, lo hace de mejor calidad frente al
forastero. Contiene un amplio rango de sabores y aromas, siendo persistentes en el
paladar. Esta variedad se cultiva en Trinidad, Java, Sri Lanka, Papua - Nueva Guinea,
Camertn y en Venezuela con el nombre de Carenero Superior. Tiene un contenido de

polifenoles intermedio, aproximadamente entre el 7-9% del peso seco de la semilla.

4.4.2 Tendencias de alimentacion saludable

Aunque el chocolate no es considerado un alimento esencial para una dieta
balanceada, su popularidad lo posiciona como un producto destacado en la mesa del
consumidor argentino. En los ultimos afos, las tendencias hacia una alimentacion
saludable han cobrado fuerza en Argentina, reflejadas en una mayor demanda de

productos con menos azicar y mas beneficios nutricionales. Estas preferencias también
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se alinean con la Ley N° 27.642, conocida como la Ley de Promocién de la Alimentacion
Saludable, vigente desde el 20 de noviembre de 2021. Esta normativa basada en la
Resolucion GMC N° 26/03 del Reglamento Técnico Mercosur, exige la implementacion
de sellos de advertencia en la cara principal de los envases para identificar productos con
exceso de nutrientes criticos, como azucar, sodio, grasas saturadas, grasas totales y

calorias.

Por cada nutriente critico en exceso, los productos deben llevar sellos especificos
como “EXCESO EN AZUCARES”, “EXCESO EN SODIO”, “EXCESO EN GRASAS
SATURADAS”, “EXCESO EN GRASAS TOTALES” o “EXCESO EN CALORIAS”,
segun lo establece el Manual de Rotulado Nutricional de la Administracion Nacional de
Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT, 2022). Estas regulaciones

buscan promover elecciones alimentarias mas conscientes.

En este contexto, esta investigacion busca contribuir a la reformulacion del
chocolate, un alimento con alto contenido de aztcar, proponiendo el uso de orujo de uva
como sustituto parcial. Este cambio no solo permitiria reducir el contenido de azlcares
en el producto, facilitando su adecuacion a la normativa, sino que también afiadiria un
valor nutricional significativo al incorporar polifenoles, compuestos bioactivos conocidos

por sus propiedades antioxidantes y beneficios para la salud.

Estas propiedades, sumadas al creciente interés de los consumidores por alimentos
funcionales, podrian posicionar esta formulacion de chocolate como una opcion
innovadora y saludable en el mercado local. En definitiva, este enfoque busca alinear la
innovacion alimentaria con las tendencias actuales y las normativas vigentes,
contribuyendo al desarrollo de productos que no solo satisfagan los gustos del consumidor

argentino, sino que también promuevan habitos alimentarios mas saludables.

5 OBIJETIVO
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5.1 GENERAL

Estudiar el impacto del uso de orujo deshidratado rico en polifenoles, obtenido a
partir de residuos de la industria vitivinicola, en las caracteristicas organolépticas y

nutricionales del chocolate.

5.2  ESPECIFICOS

1. Elaborar un estado de situacion detallando el contexto internacional y nacional
acerca de los residuos generados en la industria vitivinicola, su uso para otras

industrias y el beneficio de la economia circular.

2. Estudiar la situacion actual de la industria chocolatera, sus procesos, materias

primas y aditivos, y desafios tecnologicos.

3. Caracterizar los compuestos presentes en el bagazo de vino, incluyendo los
polifenoles; describir sus beneficios para la salud del consumidor y explorar las

posibilidades de su uso como materia prima en la industria chocolatera.

4. Deshidratar el orujo de uva a escala de laboratorio para analizar sus caracteristicas

fisicoquimicas (incluyendo la cuantificacion de polifenoles) y microbioldgicas.

5. Evaluar su utilizacion en la produccion de chocolate, y los cambios

organolépticos y nutricionales que otorga

6 METODOLOGIA

Para el presente trabajo se eligio la metodologia de investigacion exploratoria, ya
que el tema de estudio, relacionado con el uso de los residuos de la industria vitivinicola
(especificamente el orujo de uva deshidratado) en la producciéon de chocolate, es un area

emergente con escasa investigacion previa.

Esta metodologia permitird comprender de manera preliminar y profunda un
fenémeno poco estudiado, identificando las principales variables y entendiendo las

posibles aplicaciones de estos residuos en la industria alimentaria. Ademads, ayudard a
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detectar problemas y oportunidades en el proceso de aprovechamiento de estos residuos,

sentando las bases para formular nuevas preguntas e hipotesis en investigaciones futuras.

La eleccion de este enfoque se justifica por la posibilidad de generar conocimiento
nuevo que contribuya tanto a la industria vitivinicola como a la industria alimentaria,
abriendo el camino para innovaciones que promuevan la sostenibilidad y el

aprovechamiento de subproductos en estos sectores.

7 CAPITULO 1: ESTUDIO TECNICO

7.1  Estudios fisicoquimicos y transformacion de la materia prima

La muestra proporcionada por el endlogo Fabio Zamora proviene de los residuos
generados durante la produccion de un vino tinto multivarietal de la bodega Cabrito
Wines. En su composicion se encuentran uvas de las variedades Bonarda, Syrah y Criolla,
cultivadas en San Rafael, Mendoza. Antes de ser manipulada, la muestra fue congelada
durante aproximadamente un mes. Para su posterior procesamiento, el bagazo se

descongelo6 a temperatura ambiente durante 12 horas.

7.2 Deshidratacion de la materia prima

El agua es el componente mayoritario en los alimentos y su presencia determina
muchos procesos quimicos. La actividad del agua (Aw) se define como la presion parcial
de vapor de agua en equilibrio con el alimento, dividido por la presion parcial de vapor
de agua en condiciones estandares. Este parametro relaciona el contenido de agua de un

alimento, con el agua disponible o no ligada al soluto.

El objetivo de la deshidratacion del bagazo es disminuir su actividad acuosa, lo
que reduce el porcentaje de agua disponible y, de este modo, evita que se convierta en un
medio propicio para el crecimiento microbiano. Esto también facilita la manipulacion

futura en la aplicacion en la elaboracion de chocolate.

Tras descongelar el orujo de uva a temperatura ambiente, se tomaron 90 gramos
y se elimind el exceso de agua con papel absorbente. Luego, las muestras se colocaron en

placas para su posterior deshidratacion.
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Figura 19: orujo de uva antes del proceso deshidratacion

Se utilizaron dos equipos con mecanismos diferentes para deshidratar el orujo.
Para la Muestra 1, se emple6 un horno a 90°C durante 2 horas y 10 minutos (Figura 20).
En el caso de la Muestra 2 (Figura 21), se utilizé un deshidratador configurado a 40°C

durante 10 horas y 13 minutos.

Figura 21: orujo de uva deshidratado en deshidratador

El orujo deshidratado a 40°C con el deshidratador (Muestra 2) conservé un

aspecto similar al original debido al proceso prolongado a baja temperatura. En cambio,
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la muestra secada en horno a 90°C (Muestra 1) presentd un color mas oscuro, ya que el

secado rapido a alta temperatura provoc6 una mayor degradacion de estos compuestos.

7.3 Cuantificacion de polifenoles en la muestra

La cuantificacion de compuestos polifenolicos en el bagazo de uva representa una
etapa clave en la valorizacion de este subproducto vitivinicola, especialmente debido a su
potencial funcional y antioxidante. En este apartado se describe el procedimiento
utilizado para determinar el contenido total de polifenoles en la muestra de bagazo de uva,

junto con los resultados obtenidos.

7.3.1 Metodologia

Para la cuantificacion de polifenoles presentes en la muestra de bagazo de uva, se
seleccion6 el método de Folin-Ciocalteu. Este es un método colorimétrico que se basa en
la reaccion de los polifenoles con el reactivo de Folin-Ciocalteu, provocando un cambio

de coloracion de amarillo a azul.
Los materiales y reactivos se utilizados se alistan detalladamente en el Anexo 4.
Funcion de reactivos aplicados:
e Acido gélico:

El 4cido galico es un compuesto fendlico, se utiliza como patron estandar
debido a que su estructura es representativa de los polifenoles. Esto permite su
uso en la cuantificacién de los polifenoles presentes en la muestra mediante un

Espectrofotometro UV-Visible.
e Metanol:

Es utilizado como disolvente organico (alcohol) para la extraccion de los
polifenoles presentes en la muestra de bagazo, debido a la solubilidad de estos
compuestos en dicho solvente. Esto permite que los polifenoles queden en

solucién para su posterior analisis.

e Reactivo de Folin-Ciocalteau:
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Esta solucion se obtiene a partir de la mezcla de acido fosfotungstico y
acido fosfomolibdico, y se utiliza como reactivo principal para la cuantificacion
de polifenoles. En presencia de compuestos fenoélicos, el reactivo vira a una
coloracion azul debido a la reduccion de sus acidos. La reaccion redox generada
es proporcional a la cantidad de polifenoles presentes en la muestra, lo que permite

medirlos en el espectrofotometro UV-Visible gracias a este cambio de color
e Carbonato sédico 7,5%

Esta sal alcalina disuelta en agua forma una solucion bésica (Na2COs) que
se agrega para crear un medio alcalino. Este ambiente es esencial para que la
reaccion del reactivo Folin-Ciocalteau con los polifenoles se lleve a cabo de

manera eficiente; sin un entorno basico, la reaccioén no ocurriria adecuadamente.
1. Preparacion de Reactivo de Folin Ciocalteu

Se prepard una solucion diluida en una proporcion 1:10 utilizando agua
destilada como disolvente. La mezcla fue homogeneizada adecuadamente para
asegurar una distribucion uniforme del soluto. Posteriormente, la solucion fue
envasada en un frasco de vidrio color caramelo, el cual proporciona proteccion
frente a la exposicion luminica, minimizando asi posibles procesos de
degradacion fotoquimica. El frasco fue almacenado en un lugar resguardado de la
luz directa, en condiciones controladas, con el fin de preservar la estabilidad y las

propiedades fisicoquimicas de la solucion.
2. Preparacion de la solucion de carbonato sodico al 7,5%.

Se prepar6 una solucién de carbonato de sodio anhidro a una
concentracion de 75 g/L utilizando agua destilada como medio de disolucion. La
sustancia fue incorporada gradualmente al agua bajo agitacion constante,
asegurando su completa disoluciéon y homogeneizacion. Una vez obtenida la
solucion, se transfiri6 a un frasco limpio con tapa, adecuado para su
almacenamiento, con el fin de preservar sus propiedades fisicoquimicas y evitar

la contaminacion externa.

3. Curva de calibracion — estandar de acido gélico
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Se realizo la disolucion de acido gélico mediante la incorporacion de 50 mg
de la sustancia en 25 mL de metanol al 80% v/v, obteniéndose asi una disolucién
madre concentrada. A partir de esta solucion, se prepararon disoluciones de

concentracion creciente, segun se detalla en la tabla 4.

Los tubos de ensayo fueron debidamente rotulados para garantizar la correcta
identificacion de cada muestra. A continuacion, se ailadio a cada tubo la cantidad
correspondiente de metanol, conforme a lo indicado en la Tabla 4 posteriormente,
se incorpord la cantidad adecuada de acido galico en cada caso, también
especificada en la Tabla 2. Las mezclas fueron homogeneizadas mediante
agitacion en vortex y se mantuvieron en condiciones de oscuridad para preservar

la estabilidad del compuesto.

. Volumen de
Puntos dea curval  COGLIELOIRSED | e i un| eanol80%
1 (VI=5ml) 6,00 15,00 498500
2 (VI = 5mi) 7.44 18,60 4981.40
3 (Vf=5ml) 14,40 36,00 496400
4 (Vi=5mi) 24,00 60,00 4940.00
5 (VI =5ml) 35,00 87,50 491250
6 (VI = 5mi) 50,00 125,00 4875,00
7 (Vi=5mi) 77,00 192,50 4807 50

Tabla 4 preparacion de puntos de la curva

Preparacion de la muestra de bagazo de vino:

Se pesaron 10 g de orujo de uva seco y molido. A continuacidon, se aiadieron
20 mL de una solucién de metanol al 80% (80:20 en agua destilada) y se mezclo

cuidadosamente para favorecer la extraccion de los compuestos de interés.

La mezcla fue sometida a agitacion durante 30 minutos y posteriormente
centrifugada a 4°C a 4000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante fue filtrado
con jeringa de 10 ml con un filtro de Nylon con 0,45 um, y el filtrado se recolectd
en tubos limpios para su posterior analisis. La muestra se almacend a -20°C hasta

Su uso.

Se realizo un ensayo piloto previo para evaluar la concentracion de polifenoles

que resultaron estar concentradas, por lo que se las diluy6 1:250, diluciéon que
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permitid que la absorbancia entre en el rango de la curva patron. Para ello, se
tomaron 4 pL. de cada tubo y se agregaron 996 pL (1:250) de la soluciéon de

metanol al 80%, obteniendo asi disoluciones adecuadas para su evaluacion.
Determinacion curva de calibracion y polifenoles en la muestra

Se pipetearon 300 uL de la solucion estandar de acido gélico en cada uno de
los tubos de ensayo, por duplicado. Del mismo modo, se pipetearon 300 pL de los
extractos diluidos en cada tubo, por triplicado. Para la preparacion del blanco, se
afiadieron 300 pL de una solucion de metanol/agua al 80% v/v, también por

duplicado.

A continuacion, se incorporaron 1,5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu
previamente diluido en una proporcion 1:10 con agua destilada. Las mezclas
fueron agitadas en vortex durante 15 segundos para asegurar una adecuada
homogeneizacion. Posteriormente, se afiadieron 1,2 mL de una solucion de

carbonato de sodio a una concentracion de 75 g/L.

Se registro la hora de inicio de la reaccion y se procedid a agitar nuevamente
en vortex durante 15 segundos. Las muestras fueron mantenidas en condiciones

de oscuridad a temperatura ambiente (24 °C) durante un periodo de 2 horas.

Finalizado el tiempo de incubacion, se midieron las absorbancias de cada
muestra a una longitud de onda de 765 nm, utilizando como referencia el blanco
de reactivos. Los valores obtenidos fueron registrados y utilizados para la

construccion de la curva de calibracion.

Los resultados fueron expresados en miligramos equivalentes de acido galico
por gramo de muestra (mg GAE/g) o por mililitro de muestra (mg GAE/mL),

segun correspondiera.

7.3.2 Resultados

son:

La absorbancia medida a partir del espectrofotometro UV correspondiente al patron
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Concentracion de acido galico Absorbancia bruta Absorbancia - Blanco
Media
(ug/mi)
- B A B

c1 6,00 0,102 0,101 0,018 0,017 0,018
c2 7.44 0.127 0122 0,043 0,038 0,041
c3 14 40 0,167 0178 0,083 0,094 0,089
Cc4 2400 0254 0,254 0,170 0.170 0,170
C5 3500 0,382 0,331 0,298 0,307 0,303
Cé 50,00 0,551 0,555 0,467 0471 0,469
c7 77.00 0.904 0,905 0,820 0821 0,821
Blanco - 0.083 0,085 - - 0,084

Tabla 5 absorbancia medida en espectrofotometria UV

e C (Concentracion de acido galico): Representa las diferentes concentraciones
de 4cido galico (en pg/mL) que fueron preparadas para construir la curva de
calibracion en el analisis espectrofotométrico UV.

e Blanco: Corresponde a una muestra preparada con todos los reactivos del
ensayo, pero sin 4cido galico. Se utiliza para corregir la absorbancia de fondo.

e Ay B: Corresponden a las réplicas del experimento, ya que cada medicion de

absorbancia se realizo por duplicado.

Luego, a partir de estos datos, se construyé un grafico de dispersion que representa
la relacion entre la absorbancia y la concentracion de acido galico. Este grafico incluye
la ecuacidn de la recta, la cual simboliza la tendencia lineal entre ambos parametros. El
objetivo de obtener esta ecuacion es calcular la concentracion de polifenoles en una
muestra incdgnita, usando la relacion establecida entre la absorbancia y la concentracion

de un antioxidante conocido.
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Curva de Acido Galico
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Figura 22: curva de absorbancia vs concentracion de acido galico

Finalmente, se procedioé a medir las absorbancias de las muestras obtenidas tanto

del horno como del deshidratador.

provenientes del horno, registrando

En primer lugar, se analizaron las muestras

sus valores de absorbancia en dos ocasiones

consecutivas. Posteriormente, se repitid el mismo procedimiento con las muestras del

deshidratador.

Como resultado de este proceso, se obtuvieron valores especificos que

permitieron establecer una comparacion entre ambas condiciones de tratamiento:

Muestra Absorbancia
Orujo secado en deshidratador 1 0,52
Orujo secado en deshidratador 2 0,545
Orujo secado en deshidratador 3 0,551
Orujo secado en horno 1 0,134
Orujo secado en horno 2 0,142
Orujo secado en horno 3 0,136
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Tabla 6 resultados espectrofotometro

A partir de los resultados obtenidos, se determino la concentracioén de polifenoles
totales, expresada en miligramos equivalentes de acido galico por gramo de muestra (mg
GAE/g). Para ello, se utilizo la curva de calibracion construida previamente con el patron
de acido galico. En dicha curva, la absorbancia (variable y) se relaciona directamente con
la concentracion de acido gélico (variable x), lo que permitid calcular los valores
correspondientes a las muestras analizadas mediante la ecuacion de la recta. El

procedimiento detallado, junto con los datos obtenidos, se presenta en el Anexo 5.

El promedio de los resultados obtenidos se detalla a continuacion:

) . GA
e Polifenoles en muestra de deshidratador: 271,24 _mg GAE
g Bagazo H.
e DPolifenoles en muestra de horno: 92,07 _mg GAE
g Bagazo H.

7.3.3 Conclusion

Los resultados obtenidos evidencian una clara influencia de las condiciones de
secado sobre la concentracion de compuestos fendlicos presentes en el bagazo de uva. Tal
como se puede observar en la Figura 23, las muestras tratadas con deshidratador
mostraron concentraciones significativamente mas altas de polifenoles totales, con
valores promedio de 271,24 mg GAE/g de bagazo seco, en comparacion con las muestras

secadas en horno, que presentaron un promedio de 92,07 mg GAE/g.
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Concentracidn de polifenoles por tipo de secado
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Figura 23: concentracién de polifenoles por tipo de secado

Esta diferencia puede atribuirse al efecto de la temperatura sobre la estabilidad de
los compuestos fendlicos, los cuales son sensibles al calor. El secado en horno, al implicar
temperaturas mas elevadas, probablemente favorecid la degradacion térmica de estos
compuestos, mientras que el uso de un deshidratador a bajas temperaturas permitio
conservar una mayor proporcion de polifenoles. Por lo tanto, este método representa una
alternativa eficiente y econdmica para preservar el valor funcional del bagazo de uva, un

subproducto con alto potencial de aprovechamiento.

Los valores obtenidos en este estudio indican que, a pesar de las pérdidas sufridas
durante la vinificacion, una fraccion considerable de estos compuestos permanece en el
residuo solido. Esto refuerza la importancia de valorizar el bagazo como fuente de

antioxidantes naturales.

Sin embargo, es importante sefialar que las mediciones se realizaron por triplicado
y con un numero limitado de réplicas, lo cual restringe la robustez estadistica de los
resultados. Por ello, se recomienda realizar estudios complementarios con mayor nimero
de repeticiones y andlisis estadisticos adecuados para validar estas observaciones

preliminares.
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7.4 Determinacion de fibra dietaria en la muestra

La determinacion de fibra dietaria en el bagazo de uva es fundamental para evaluar
su aporte nutricional y su viabilidad como ingrediente funcional en productos
alimenticios. En este apartado se describe el procedimiento utilizado para determinar el
contenido de fibra dietaria en la muestra de bagazo de uva, junto con los resultados

obtenidos.

7.4.1 Metodologia

El método utilizado para la determinacion de fibra dietaria en el bagazo de uva
fue el método de "Prosky", o el "Método de la Asociacion de Quimicos Analiticos
Oficiales" (AOAC), conocido como AOAC 985.29. Este procedimiento, desarrollado por
Prosky en 1985, es un estandar global para la determinacion de fibra dietaria total, soluble
e insoluble en alimentos. Su precision y capacidad para simular el proceso digestivo lo
convierten en una herramienta fundamental para analizar productos como el bagazo de

uva, rico en fibra insoluble.

Los materiales necesarios para la determinacion de fibra dietaria se detallan en el

anexo 0.
Funcion de reactivos utilizados:
o Solucion de HCI 0.257M

Esta solucion de acido clorhidrico (HCI) simula las condiciones acidas del
estbmago humano durante la digestion. El HCI descompone los componentes
solubles no fibrosos, como aztcares y almidones, liberando las fracciones de fibra.
En este paso se realiza una hidrélisis 4cida controlada que facilita la separacion

de los carbohidratos digeribles y permite aislar la fibra de la muestra.
e Solucion de NaOH 0.319M

Posterior a la hidrolisis acida, se utiliza una solucion de hidroxido de sodio
(NaOH) para neutralizar el medio acido creado por el HCI. Esta base fuerte crea
un ambiente alcalino que simula las condiciones del intestino delgado,

promoviendo la liberacion completa de las fracciones de fibra dietaria presentes
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en la muestra. Este paso es crucial para asegurar que se recojan tanto las fibras
solubles como las insolubles, y que el analisis sea representativo de la digestion

natural.
e FEtanol 95%

Alcohol utilizado como solvente, para precipitar la fibra soluble una vez
que ha sido separada de la muestra. Este precipita las fracciones solubles de fibra,
como las gomas y mucilagos, lo que permite su efectivo aislamiento y posterior
cuantificacion. Este reactivo es esencial para medir tanto la fibra soluble como la

insoluble en la muestra.

Este método implica la digestion enzimatica de la muestra para eliminar proteinas
y almidones, seguida de tratamientos 4cidos y alcalinos simulando las condiciones del
tracto digestivo. La muestra pasa por filtrado para separar las fracciones insolubles,
mientras que las solubles se precipitan con etanol. El bagazo de uva es una fuente rica en
fibra insoluble, como celulosa, hemicelulosa y lignina, pero también contiene fracciones

solubles que deben aislarse mediante este procedimiento.

El andlisis se completa midiendo los residuos de fibra mediante tamizado y
centrifugacion, lo que permite cuantificar tanto la fibra soluble como la insoluble. Este
proceso es especialmente adecuado para el bagazo de uva debido a su alto contenido de
fibra estructural, lo que le confiere propiedades funcionales importantes para la industria

alimentaria, como su uso en productos ricos en fibra.
- Procedimiento del método:
La preparacion de los reactivos se encuentra detallada en el Anexo 7.

Para comenzar con la preparacion de la muestra, se trituraron 2 gramos de orujo de
uva previamente deshidratado. El siguiente paso fue la extraccion de la fibra cruda. La
muestra seca se tratd con una solucion de HCI 0,257M previamente valorada, para simular
las condiciones acidas del estomago (digestion géstrica), agitando durante 30 minutos.
Tras la agitacion, se centrifugoé la mezcla a 3000 rpm a temperatura ambiente (25° C), y

luego se descarto el liquido para eliminar los componentes solubles en acido.
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Posteriormente, se repitié el tratamiento utilizando NaOH 0,319M previamente
valorado, con el objetivo de simular las condiciones alcalinas del intestino delgado
(digestion intestinal). Este paso neutralizé el medio 4cido y permitié continuar con la
liberacion de los componentes no digeribles. Después del tratamiento con la base, se
realizaron lavados repetidos con agua destilada, para asegurar la eliminacion de cualquier
residuo de los reactivos acidos y basicos que pudieran haber quedado adheridos a la

muestra.

A continuacidn, se utiliz6 etanol al 95% para precipitar los componentes insolubles.
La muestra se dejo reposar durante 30 minutos para garantizar la completa precipitacion.
Tras este tiempo, se centrifugd nuevamente y se descartd el sobrenadante, permitiendo
obtener el s6lido que contenia la fibra dietaria. Este residuo sélido fue pasado a través de

un tamiz de 100 pm para eliminar cualquier material que no fuese considerado fibra.

El residuo retenido en el tamiz fue transferido a una placa y colocado en una estufa a
90°C durante 30 minutos, permitiendo secar la fibra por completo. Una vez finalizado el
proceso de secado, el residuo seco se pesd cuidadosamente en una balanza analitica,

obteniendo un resultado final de 0,8236 gramos de fibra dietaria.
7.4.2 Resultados

A partir del analisis realizado se procedi6 a calcular el porcentaje de fibra presente

en el bagazo de uva.

Calculo de la fibra dietaria:

) ] ) Peso del residuo seco
% Fibra dietaria = ( — ) * 100
Peso inicial de la muestra

02836 g

% Fibra dietaria = (T) * 100=41,18 %

El resultado obtenido, que muestra un contenido de fibra dietaria del 41,18%.
7.4.3 Conclusion

Los estudios realizados por Villanueva, E., Bustamante, A., & Hirsch, S. (2015),
mencionan que el bagazo de uva tinta presenta un contenido de fibra dietética de

aproximadamente 46,8%, compuesto por un 39,5% de fibra insoluble y un 7,2% de fibra
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soluble. Estos hallazgos son consistentes con los resultados obtenidos en este trabajo y
refuerzan la idea de que el bagazo de uva es podria ser una fuente alta en fibra dietaria.
Sin embargo, dado que las mediciones se realizaron por duplicado y sin un niimero
suficiente de réplicas, las conclusiones deben considerarse preliminares y sujetas a

verificacion mediante analisis estadisticos.

Asimismo, el hecho de que estos estudios coincidan con los resultados obtenidos
reafirma el potencial del bagazo de uva para su aprovechamiento dentro de la industria
alimentaria. Por ejemplo, en la formulacion de chocolates, su incorporacion puede no solo
enriquecer el contenido nutricional del producto final, sino también aportar beneficios
adicionales al consumidor, fomentando el desarrollo de alimentos funcionales mas

sostenibles y nutritivos.

8 CAPITULO 2: Aplicacioén de materia prima en chocolate

En base a los andlisis previos sobre la composicion y propiedades del orujo de uva
deshidratado, se realizaron pruebas de aplicacion de la materia prima en distintas
proporciones en chocolate semiamargo, con el objetivo de evaluar su viabilidad como
ingrediente funcional. Para ello, se utilizo la maquinaria y materias primas de la empresa

Tikal, ubicada en Saavedra, Ciudad de Buenos Aires.

Tikal, liderada por Carlos Stutman, ofrece una amplia variedad de chocolates,
desde chocolate con leche hasta tabletas veganas con 70 y 80% de cacao. Su enfoque se
centra en la elaboracion de productos con mayor contenido de cacao y menor proporcion

de azucares agregados.

8.1 Incorporacion del orujo de uva deshidratado en chocolate semiamargo al 54%

Para evaluar la incorporacién de orujo de uva deshidratado en una matriz de
chocolate semiamargo, se seleccion6 el chocolate con un contenido de 54 % de cacao, ya
que ofrece un equilibrio més adecuado entre el sabor del cacao y la suavidad, lo que lo
hace mas accesible para un publico mas amplio, y a su vez es mas sencillo incorporar el

orujo de uva reemplazando el azucar.
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Para garantizar una integracion adecuada del orujo de uva deshidratado en la
matriz de chocolate, se utilizd6 un molino de bolas (ver Figura 14) a baja temperatura,
acorde con las practicas estindar en la elaboracion de chocolate. Esta temperatura se
mantuvo dentro del rango tipico para preservar las propiedades organolépticas y

nutricionales tanto del chocolate como del orujo de uva.

El proceso de refinado se llevé a cabo durante un periodo de dos dias, asegurando
una distribuciéon homogénea de los sélidos y reduciendo el tamafio de las particulas hasta
obtener una textura fina y uniforme. Este paso fue esencial para evitar diferencias notables
en la textura del producto final, logrando que los so6lidos del orujo de uva y los demas
ingredientes, como el licor de cacao y el azucar, alcanzaran tamafios similares de

particula.

Este procedimiento no solo favorecio la integracion de los ingredientes, sino que
también ayudo a mejorar las caracteristicas sensoriales del chocolate, proporcionando una
textura suave y un sabor equilibrado, donde el orujo de uva aporta su perfil distintivo sin

afectar la calidad final del producto.

La formulacion original del chocolate 54 % para producir 1 kg de producto es:

Ingrediente Cantidad (g) %
Azucar 475,000 47,500
Manteca de cacao 142,000 14,200
Licor de cacao 380,200 38,002
Lecitina 2,800 0,280
Total 1000 100

Tabla 7 formulacién 1 kg de chocolate semiamargo

Se realizaron modificaciones en la formulacion original del chocolate semiamargo

reemplazando gradualmente el azticar por orujo de uva deshidratado en proporciones del
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5%, 10%, 15% y 20%. Cada formulacion se disefid con el objetivo de evaluar el impacto

del orujo en las caracteristicas sensoriales, nutricionales y funcionales del producto final.

1. Formulacion con 5% de orujo de uva:

Ingrediente Cantidad (g) %
Azlcar 425,000 42,500
Orujo de uva 50 5
Manteca de cacao 142,000 14,200
Licor de cacao 380,200 38,002
Lecitina 2,800 0,280
Total 1000 100

Tabla 8 formulacién con 5% de orujo de uva
Esta formulacién buscd un equilibrio inicial en el que el aporte del orujo fuera
perceptible, pero sin generar cambios drésticos en la textura, dulzura o el sabor tradicional
del chocolate. La intencion fue determinar si esta cantidad podia enriquecer el producto

con polifenoles y fibra sin alterar significativamente sus propiedades organolépticas.

2. Formulacion con 10% del orujo de uva:

Ingrediente Cantidad (g) %
Azlcar 375,000 37,500
Orujo de uva 100 10
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Manteca de cacao 142,000 14,200

Licor de cacao 380,200 38,002

Lecitina 2,800 0,280
Total 1000 100

Tabla 9 formulacién con 10% del orujo de uva

En este nivel, se comenzd a explorar una mayor reduccion del contenido de azlcar,

destacando el sabor del cacao y aportando un mayor contenido de compuestos bioactivos

provenientes del orujo. Se evaluaron posibles cambios en la textura y la aceptabilidad del

producto.

3. Formulacion con 15% del orujo de uva:

Ingrediente Cantidad (g) %
Azlcar 325,000 32,500
Orujo de uva 150 15
Manteca de cacao 142,000 14,200
Licor de cacao 380,200 38,002
Lecitina 2,800 0,280
Total 1000 100

Tabla 10 formulacion con 15% del orujo de uva

En esta variante, se priorizé un balance entre dulzura y amargor, manteniendo la

textura adecuada del chocolate. El aumento en la proporcién de orujo se enfocod en
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maximizar los beneficios nutricionales sin comprometer las propiedades organolépticas,

especialmente la textura y el sabor.

4. Formulacion con 20% del orujo de uva:

Ingrediente Cantidad (g) %
Azlcar 275,000 27,500
Orujo de uva 200 20
Manteca de cacao 142,000 14,200
Licor de cacao 380,200 38,002
Lecitina 2,800 0,280
Total 1000 100

Tabla 11 formulacion con 20% del orujo de uva

Esta formulacion represento el limite superior de reemplazo de azicar. Aunque se
esperaba un impacto mayor en la textura y el sabor debido al perfil del orujo, también se
buscéd optimizar el aporte de fibra y polifenoles, posicionando este producto como una

alternativa mas funcional y saludable.

8.2  Analisis microbiolédgicos de la aplicacion

Dentro del capitulo 3 del Codigo Alimentario Argentino, el articulo 156 tris —
(Resolucion Conjunta SPRel y SAV N° 4 - E/2017), detalla cuatro categorias que
describen el tratamiento y la manipulacién de las comidas preparadas. Estas categorias

son las siguientes:

I. Comidas preparadas sin tratamiento térmico.
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II. Comidas preparadas con tratamiento térmico que incluyan posteriormente ingredientes

no sometidos a tratamiento térmico.

II1. Comidas preparadas con tratamiento térmico que reciban un proceso de manipulacion

post tratamiento térmico, como cortado, mezclado, feteado, envasado, entre otros.

IV. Comidas preparadas que al final de su elaboracion hayan sido sometidas en su

conjunto a un proceso térmico.

8.2.1 Metodologia

El chocolate se encuentra dentro de la categoria IV, ya que al final de su
elaboracién ha sido sometido en su totalidad a un proceso térmico. Este incluye etapas
como el tostado de los granos de cacao, el conchado y el templado. Todo el producto, en
su estado final, pasa por un tratamiento térmico completo, lo cual garantiza su textura y

sabor, ademas de reducir la carga microbiana.

Por lo tanto, el chocolate al encontrarse en la categoria IV, esté sujeto a los anélisis
microbiologicos correspondientes descritos en la “Tabla 12” a continuacion. Estos
analisis son esenciales para verificar la inocuidad del producto, asegurando que cumpla
con los limites establecidos por el Codigo Alimentario Argentino para garantizar la
seguridad del consumidor. Estos andlisis permiten confirmar que el tratamiento térmico

ha sido efectivo en la reduccion de riesgos microbiologicos.

Parametro Criterio de aceptacion Metodologia

Recuento de aerobios n=5, ¢=2, m=10*, M=10° ISO 4833:2003
mesofilos (UFC/g)

Recuento de Enterobacterias | n=5, ¢=2, m=10*, M=10° ISO 21528-2:2004
(UFC/g)
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Recuento de E. coli (NMP/g) n=5, c=0, m<3 ISO 16649-3:2005

Recuento de Estafilococos n=5, c=1, m=10, M=10? ISO 6888-3: 1999
coagulasa positiva (NMP/g)

Salmonella n=5, c=0, Ausencia en 25 g ISO 6579:2002,
Listeria n=5, c=0, Ausenciaen 25 g ISO 11290-1:1996,
monocytogenes

Tabla 12 analisis microbiolégicos correspondientes al CAA

e 1 = Numero de unidades de muestra que se analizan. Es la cantidad de muestras
individuales tomadas para evaluar un lote de producto.

e ¢ = Numero maximo permitido de unidades de muestra que pueden presentar un
recuento entre m y M sin que el lote sea rechazado.

e m = Limite microbioldgico aceptable. Es el valor umbral por debajo del cual los
resultados son satisfactorios.

e M = Limite microbioldgico inaceptable. Si alguna muestra supera este valor, el

lote es rechazado automaticamente.

De acuerdo con las especificaciones indicadas en el Articulo 156 tris del CAA, se
llevaron a cabo los analisis microbioldgicos correspondientes. La preparacion de la
muestra comenz6 con la elaboracion del homogenato, que consistidé en colocar, bajo
campana y en una bolsa estéril, 10 gramos de muestra mezclados con 90 ml de agua
peptonada al 0,1%. Esta mezcla correspondi6 a la dilucion 107!, que fue homogeneizada

adecuadamente.

A partir de este homogenato 107!, se realizaron diluciones en serie. Inicialmente, se

tomod 1 ml del homogenato y se afiadio a un tubo con 9 ml de agua peptonada al 0,1%,
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obteniendo la dilucion 102, Luego, se repitié el procedimiento utilizando 1 ml de la
dilucion 1072 para obtener la dilucién 10 en un nuevo tubo de agua peptonada al 0,1%.
Finalmente, se tomé 1 ml de la diluciéon 10 y se transfirid a un tubo con 9 ml de agua

peptonada al 0,1%, dando lugar a la dilucién 10,

Por otro lado, se prepar6 un segundo homogenato con el objetivo de investigar la
presencia de Salmonella. En este caso, se utilizaron 25 gramos de muestra mezclados con
250 ml de agua peptonada bufferada (APB). Posteriormente, la mezcla fue

homogeneizada y se incubd durante 24 horas a 37°C

8.2.2 Resultados

Se obtuvieron los resultados de los analisis microbiologicos a continuacion:

1. Recuento de aerobios mesofilos en UFC/g (ISO 4833:2003): 11.600 UFC/g, por

lo que cumple con los requisitos del codigo.

2. Recuento de enterobacterias en UFC/g (ISO 21528-2: 2004): 0 UFC/g, por lo que

cumple con los requisitos del codigo.

3. Recuento de E. coli por NMP/g (ISO 16649-3: 2005): <3 NMP/g, por lo que

cumple con los requisitos del codigo.

En la tabla se registraron los resultados obtenidos de los tubos (0-0-0),
evidenciando ausencia de crecimiento bacteriano. A partir de los datos expresados
en la Tabla 32, se concluye que no se detectd E. coli en ninguna de las diluciones
analizadas. Dado que no se observo desarrollo microbiano, la muestra cumple con

lo establecido en el articulo correspondiente del CAA, siendo este valor aceptable.

4. Recuento de estafilococos coagulasa positiva (NMP/g): <1 NMP/g. Cumple con

los requisitos del codigo.

A Partir resultados obtenidos expresados en tabla 17, se puede concluir que no se
detectaron Estafilococos coagulasa positivos en ninguna de las diluciones. Ya que
no se observo crecimiento, cumple con los descrito por el articulo del CAA, siendo

este valor
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5. Investigacion de Salmonella (ISO 6579:2002): ausencia de Sal/monella, por lo que

cumple con los requisitos del codigo.

Luego de la incubacion, se observa que no hubo crecimiento en el medio de
cultivo XLD selectivo de Salmonella spp, siendo evidencia suficiente para
confirmar la ausencia de Salmonella spp, cumpliendo con lo solicitado en el

articulo del CAA.

8.2.3 Conclusion

Los andlisis microbioldgicos realizados de acuerdo con lo indicado por el articulo
156 tris — (Resolucion Conjunta SPRel y SAV N° 4 - E/2017) del Codigo Alimentario
Argentino, dieron como resultado el cumplimiento de los requerimientos descriptos por

el articulo.

Concluyendo asi, que el chocolate elaborado se encuentra apto para el consumo

humano, asegurando su inocuidad higiénica.

8.3  Analisis sensorial de los cambios organolépticos

Segun el IFT (1975), la evaluacion sensorial es “la disciplina cientifica utilizada
para evocar, medir analizar e interpretar las reacciones a aquellas caracteristicas de
alimentos y otras sustancias, que son percibidas por los sentidos de la vista, olfato, gusto,

tacto y oido”.

La calidad sensorial es captada por los cinco sentidos, los cuales hacen que un
producto sea aceptado o no por los consumidores siendo esto de gran importancia para la

seleccion de un alimento.

La percepcion sensorial se lleva a cabo por impulsos eléctricos, que son
transmitidos desde el punto de recepcion del estimulo hasta un area central nerviosa. El

impulso es enviado al cerebro donde la sensacion es correlacionada y definida.

- La vista comprueba la apariencia, la densidad, el color.
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- El olfato se estimula ante las sustancias volatiles aromaticas que se perciben

cuando se transmiten por el aire, siendo este un punto fuerte en la evaluacion.

- El gusto se percibe por la boca, especificamente en las papilas gustativas que se

encuentran distribuidas por toda la lengua.

- Eltacto indica la textura del alimento a evaluar, se clasifica en atributos mecanicos

del alimento frente a la masticacion y por otra parte en atributos geométricos que

son aquellos que estan relacionados con la forma fisica del alimento.

- El oido percibe también como es la textura del alimento, si es crujiente, si es

hueco.

LOS 5 SENTIDOS
|

UADE

Nos permite caonocer
colores, formes,
tamanos y distancias
Su Grgano es

|

Cornea
Pupia
Iris
Cristalino
Ratina
Nervio éptico

' + +
Oido Gusto

Nos permite captar los Nos permite captar los Nos permite reconocer
sonidot olores.
Su Srgano a3

Su drgano es Su 6rgano &3

| | |
El oid La lengua
Oreja Oxificions nasales Papilas gustativas
Conducto auditivo Pituitaria Nervio qustative
Timpano Mervio olfative
Cadena de huesilios
Cavacol
Nervio auditive

Figura 24: cuadro descriptivo de los 5 sentidos.

<l sabor de los alimentos.

Nos permite saber coOmo

son las cosas que

tocamos. Su Srganc e

|

Receptores del tacto

nervioso

El sabor de un alimento, de acuerdo con British Standards Institution. (2014) se

define como: “la combinacion del sabor y el olor, que puede estar influenciada por las

sensaciones de dolor, calor, frio y sensaciones tactiles”.

A continuacion, se detalla la cadena de percepcion de un alimento o bebida:
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Figura 25: cadena de percepcion de un alimento o bebida.

Existen diversos tipos de jueces o panelistas a la hora de evaluar sensorialmente un

alimento, que se clasifican en diferentes tipos seglin sus habilidades y entrenamientos:

- Jueces entrenados: son panelistas con formacién especifica en evaluacion
sensorial. Pueden identificar y distribuir atributos sensoriales especificos del
alimento, como el sabor, olor, aroma, textura y apariencia. Estos panelistas son

esenciales para obtener resultados precisos y consistentes.

- Panelistas expertos: ademas de tener entrenamiento, tienen experiencia en ciertos

productos en especifico, siendo capaces de detectar detalles muy especificos.

- Panelistas consumidores o no entrenados: representan al publico general y evaltian
los alimentos basandose en gustos/preferencias personales. Son utilizados en
pruebas de aceptacion y preferencia para comprender mejor las reacciones del

mercado hacia un producto.

- Panel mixto: resulta de la combinacién panelistas entrenados y consumidores,
para obtener una vision tanto técnica como general, muy util en los estudios que

buscan mejorar la formulacién del producto.

En esta investigacion, la evaluacion sensorial se llevé a cabo en dos etapas. En la
primera, se realizd un analisis con un panel de jueces entrenados (saboristas), mientras

que en la segunda se incorporo6 a un grupo de consumidores de chocolate semiamargo.
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Un saborista es un profesional especializado en identificar, disefiar y ajustar perfiles

sensoriales en productos alimenticios. Su formacion les permite percibir y describir con
precision las caracteristicas organolépticas de un alimento en comparaciéon con una

referencia.

En esta primera fase, un grupo de seis saboristas evaluo las cuatro formulaciones de
chocolate semiamargo descritas en el punto 8.1. Las muestras se analizaron en
comparacion con una referencia: un chocolate semiamargo sin agregado de orujo de uva.
El objetivo fue identificar y describir las diferencias sensoriales entre las formulaciones,

considerando la intensidad y el impacto del orujo en el perfil del producto.

Como resultado de esta evaluacion, se descartd la muestra con un 20% de orujo de
uva, ya que fue percibida como desbalanceada y con una intensidad excesiva. En
contraste, las formulaciones con 10% y 15% de orujo mostraron diferencias sensoriales
mas equilibradas: la primera destacé por notas sutiles a pasa de uva, mientras que la

segunda present6 un perfil mas intenso y caracteristico del orujo.

En la segunda etapa, un panel de consumidores de chocolate semiamargo evalu6 las
tres formulaciones seleccionadas (5%, 10% y 15% de orujo de uva). En este caso, no se
utilizé la muestra de referencia, sino que se realizo un analisis de preferencia entre las

opciones, con el objetivo de determinar cudl era la mas aceptada por los consumidores.

Para esta parte de la evaluacion, se seleccionaron tres cddigos para las muestras de

chocolate con diferentes concentraciones de bagazo:
e Bagazo 5%: muestra 205
e Bagazo 10%: muestra 310
e Bagazo 15%: muestra 415

A los participantes se les proporcioné un cuestionario con diversas preguntas
relacionadas con la percepcion general del producto, incluyendo el agrado por la
intensidad del aroma, del sabor, de la textura, del dulzor, y del sabor residual. Ademas,
se incluyd un ranking de preferencia entre las tres muestras, permitiendo que el
consumidor especificara qué fue lo que mas le gustd y lo que menos le agrado de cada

muestra.
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A los consumidores se les preguntd inicialmente sobre la frecuencia de consumo de

chocolate, y los resultados fueron los siguientes: un 50% indicé que consume chocolate
al menos una vez por semana, un 41,67% menciond que lo consume de dos a tres veces
por semana, y un 8,33% afirmé que lo consume al menos una vez por dia. Los resultados

generales se pueden visualizar en el siguiente grafico de barras:

Apgrado Intensidad Agradeo Aprade Imtensidad Aprado Intensidad Aprade Infensidad Agrado
aroma  de aromsa  Eeneral sabor  de sabor  dulzor de dulzor  sabor  de ssbor  tewtura
ganeral residual  residual

B EBagazo al 5% MEBEagazoal 103 W EBagazoal 15%

Figura 26: andlisis de atributos de las muestras de chocolate con distintos porcentajes de bagazo. Los
valores corresponden a la media aritmética e las evaluaciones.

Como primera observacion de los resultados obtenidos en la Figura (26), se puede
apreciar que las muestras con 5% y 15% de bagazo presentaron valores similares en la
mayoria de los atributos evaluados. La muestra con 10% de bagazo, en cambio, muestro
una leve tendencia a valores mas bajos en algunos atributos. No obstante, estas diferencias
deben interpretarse con cautela, ya que no se ha realizado un anélisis estadistico que
permita confirmar si son significativas. Cabe destacar que las tres muestras lograron

buenos resultados generales en la evaluacion.

Para comparar los resultados de manera mas detallada, también se presenta el
siguiente grafico arafa, el cual ofrece una vision alternativa de los datos y permite una

mejor percepcion de las diferencias entre las muestras:
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Figura 27: analisis de atributos de las muestras de chocolate con distintos porcentajes de bagazo.

En este grafico arafia se puede observar que el chocolate con 5% de bagazo destaca
por tener el mayor agrado en cuanto a textura y sabor residual entre las opciones. Sin

embargo, presenta una menor intensidad de aroma en comparacion con las otras muestras.

Por otro lado, el chocolate con 10% de bagazo fue el que mostré menor aceptacion
general, ya que obtuvo puntajes mas bajos en comparacion con las dos muestras en
atributos como agrado de dulzor, agrado de sabor, agrado general, textura y sabor

residual.

Finalmente, el chocolate con 15% de bagazo sorprendi6 positivamente,
obteniendo buenos puntajes en varios atributos, como el agrado de sabor, la intensidad

del sabor general, el agrado del dulzor y el agrado de aroma.

En los comentarios proporcionados por los consumidores, se pueden identificar las
principales preferencias y aspectos destacados de las muestras de chocolate con orujo de

uva en tres concentraciones diferentes: 5%, 10% y 15%.
Lo que mas gusto:

e Sabor: El sabor fue la caracteristica mas mencionada positivamente en todas las
concentraciones. Los consumidores destacaron su intensidad y el sabor residual,

que fue apreciado por su agradabilidad y su diferencia con otros chocolates. En el
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caso del chocolate con 10% de orujo, muchos mencionaron que tiene un sabor
unico, suave, sin ser empalagoso, con una nota distintiva de pasa de uva que le da
un caracter especial. También se valor6 positivamente el balance entre el aroma 'y
el sabor, encontrando la intensidad justa de ambos. Para el chocolate con 15%, se
destaco especialmente su sabor intenso, exotico y distintivo, con un claro toque

a uva que lo hace diferente y unico.

e Equilibrio: Algunos consumidores sefialaron que el chocolate tiene un buen
equilibrio entre sus caracteristicas, lo que sugiere que tanto el sabor como la
textura estan bien balanceados, especialmente en las concentraciones de 5% y

10%.

e Textura: En cuanto a la textura, se mencion6 que en general es agradable, con un
toque positivo en la mayoria de las concentraciones. Sin embargo, algunos
consumidores sefialaron que la textura del chocolate con 15% de orujo podria ser

mas suave, ya que la sequedad fue un aspecto que algunos no apreciaron tanto.
Lo que menos gusto:

e Textura: A pesar de que muchos disfrutaron de la textura, algunos consumidores
destacaron que en las concentraciones de 5% y 10%, la textura era algo fuerte o
menos invasiva, sugiriendo diferencias en la percepcion. En el caso del chocolate
con 15%, la sequedad fue un punto negativo para algunos, ya que resulté poco

agradable para ciertos consumidores.

e Dulzor y sabor residual: El dulzor también fue una caracteristica mencionada
negativamente por algunos, particularmente en el chocolate con 5% y 10% de
orujo, donde se percibié como demasiado intenso o desequilibrado en relacion con
el sabor general. El sabor residual fue otro punto critico, especialmente en el
chocolate con 10% y 15% de orujo, ya que dejé un sabor fuerte en la boca, y
algunos lo describieron como algo "picante" o "acido", lo cual afectd la

experiencia general del producto.
Preferencias generales de los consumidores

El andlisis sensorial permitio identificar diferencias perceptibles entre las muestras de

chocolate elaboradas con distintas concentraciones de orujo de uva. Tal como se observa
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UADE:

en las figuras 25 y 26, correspondientes a las medias por atributo y a la representacion

grafica tipo arafia respectivamente, la muestra con un 15% de orujo presentd las
puntuaciones mas elevadas en atributos como intensidad de aroma, intensidad de dulzor,
agrado general, agrado de la textura y sabor residual. Estos resultados sugieren una buena
aceptacion por parte de los consumidores, quienes destacaron especialmente el perfil

sensorial intenso y distintivo de esta formulacion.

La muestra con un 5% de orujo, por su parte, obtuvo resultados favorables en atributos
como textura y sabor residual, y presentd una percepcion sensorial equilibrada en la
mayoria de los atributos evaluados. En comparacion con la muestra al 15%, mostrod
valores similares en varias dimensiones, lo que indica que también fue bien recibida por

el panel de consumidores.

En cambio, la muestra con un 10% de orujo fue la que registré las puntuaciones mas
bajas en multiples atributos sensoriales, como dulzor, agrado general y sabor residual.
Esta tendencia sugiere una menor aceptacion relativa, posiblemente asociada a un perfil
sensorial percibido como menos arménico o mas intenso en notas no deseadas, como la

acidez o el amargor residual.

En conjunto, los resultados indican que las formulaciones con 5% y 15% de orujo de
uva fueron las que presentaron una mayor aceptacion sensorial dentro del grupo evaluado,
destacandose por atributos diferenciales que podrian resultar atractivos para determinados
segmentos de consumidores. Estos hallazgos respaldan el potencial del orujo de uva como
ingrediente funcional en el desarrollo de productos chocolateros, especialmente en

concentraciones que no comprometan el equilibrio sensorial general del producto.

No obstante, es importante sefalar que las conclusiones obtenidas en esta evaluacion
sensorial estdn basadas en un grupo especifico de consumidores y en un contexto
experimental controlado. Por ello, se recomienda ampliar el estudio a una muestra mas
diversa y representativa, asi como complementar los resultados con andlisis estadisticos
inferenciales que permitan confirmar la significancia de las diferencias observadas.
Ademas, seria pertinente profundizar en la caracterizacion sensorial mediante técnicas
mas estructuradas, como andlisis descriptivo cuantitativo (QDA), para validar los

atributos identificados y orientar futuras formulaciones

73



FACULTAD DE INGENIERIA Y CIENCIAS
EXACTAS
Proyecto Final de Ingenieria

8.4 Analisis del contenido de compuestos fenolicos en el chocolate aplicado

La evaluacion del contenido de compuestos fenolicos en el chocolate formulado con
adicion de bagazo de uva constituye un paso clave para determinar el impacto funcional
del ingrediente incorporado. En este apartado se realiza el procedimiento utilizado para
la determinacién de polifenoles en el chocolate formulado, junto con los resultados

obtenidos.

8.4.1 Metodologia

Para la cuantificacion de polifenoles presentes en la muestra de chocolate
semiamargo, se seleccion6 el método mas adecuado para este tipo de muestra, el método
de Folin-Ciocalteu. Es un método colorimétrico que se basa en la reaccion de los
polifenoles con el reactivo de Folin-Ciocalteu, provocando un cambio de coloracion de

amarillo a azul.

Para el método Folin-Ciocalteu, se utilizan los mismos materiales de laboratorio,
junto con las mismas proporciones de reactivos mencionados en la cuantificacion de

polifenoles del bagazo de vino.

Siguiendo el mismo procedimiento previamente establecido para la preparacion
de muestras, se procedio a la determinacion de polifenoles en las muestras de chocolates.
Para ello, se utilizé la misma curva de calibracion correspondiente al patrén de acido
galico, ya que el ensayo se realiz6 en la misma fecha en la que se cuantificaron los

polifenoles en el bagazo.

Debido a la elevada concentracion de los extractos obtenidos mediante filtracion
con jeringa de 10 mL equipada con un filtro de Nylon de 0,45 um, fue necesario realizar
una dilucion previa al analisis. Para ello, se tomaron 10 uL de cada extracto de chocolate
y se completd con 990 uL de una solucién de metanol al 80 %, obteniendo una dilucion
1:100. Las mezclas fueron recogidas en tubos adecuados para su posterior evaluacion. Es
importante destacar que esta preparacion se realizo el mismo dia en que se llevo a cabo
la cuantificacion de polifenoles, asegurando asi la coherencia y comparabilidad de los

resultados obtenidos.
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A continuacion, se llevo a cabo la determinacién de polifenoles utilizando el
reactivo de Folin-Ciocalteu. Se pipetearon 300 pl de cada extracto diluido en tubos por
triplicado. Luego, se afadieron 1,5 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu previamente diluido
en una proporcion 1:10. La mezcla se agitd en un vortex durante 15 segundos, tras lo cual
se incorporaron 1,2 ml de una solucion de carbonato de sodio a una concentracion de 75
g/1. Se registro la hora de inicio de la reaccion y se agité nuevamente en vortex durante
15 segundos. Posteriormente, las muestras se dejaron reposar durante 2 horas en la

oscuridad a temperatura ambiente (24 °C).

Finalizado el tiempo de incubacion, se midieron las absorbancias a una longitud
de onda de 765 nm utilizando como referencia un blanco de reactivos. Los datos obtenidos
fueron registrados y los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de acido

galico por gramo de muestra (mg GAE/g) o por mililitro de muestra (mg GAE/ml), segiin

correspondiera.
Concentracion de acido galico Absorbancia bruta Absorbancia - Blanco
(ug/mi) Media
A B A B

C1 5,00 0,102 0,101 0,013 0,017 0.018
c2 7.44 0.127 0,122 0,043 0,038 0,041
c3 14.40 0,167 0,178 0,083 0,094 0.089
C4 24.00 0254 0,254 0,170 0,170 0,170

Ccs 35,00 0,382 0,391 0,298 0,307 0,303

cé 50.00 0.551 0,555 0,467 0.471 0.469

c7 77,00 0904 0,905 0,820 0,821 0,821
Blanco : 0,083 0,085 . . 0.084

Tabla 13 absorbancia medida en espectrofotometria UV

e ( (Concentracion de acido gélico): Representa las diferentes concentraciones
de acido galico (en pg/mL) que fueron preparadas para construir la curva de
calibracion en el anélisis espectrofotométrico UV.

e Blanco: Corresponde a una muestra preparada con todos los reactivos del
ensayo, pero sin 4cido galico. Se utiliza para corregir la absorbancia de fondo.

e Ay B: Corresponden a las réplicas del experimento, ya que cada medicion de

absorbancia se realizo por duplicado.

Luego, a partir de estos datos, se construy6 un grafico de dispersion que representa
la relacion entre la absorbancia y la concentracion de acido galico. Este grafico incluye

la ecuacion de la recta, la cual simboliza la tendencia lineal entre ambos parametros. El
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objetivo de obtener esta ecuacion es calcular la concentracion de polifenoles en una
muestra incdgnita, usando la relacion establecida entre la absorbancia y la concentracion

de un antioxidante conocido.

Curva de Acido Galico

0.3 y =0,0112x - 0,0689
0,8 R2=0,9929 ®
0,7
0,6

0,5

0,4 _
0,3 u
0,2 :

Absorbancia a 765 nm

0,1 e

0 10 20 30 40 50 60 70 a0 S0
Concentracion (ug/ml)

0,1

Figura 28: curva de absorbancia vs concentracion de acido galico

Finalmente, se procediod a medir las absorbancias de los chocolates con diferente

porcentaje de bagazo de uva.

8.4.2 Resultados

Como resultado de este proceso, se obtuvieron valores especificos que

permitieron establecer una comparacion entre ambas condiciones de tratamiento:

Muestra Absorbancia
Chocolate 5% 0,483
Chocolate 5% 0,463
Chocolate 5% 0,438
Chocolate 10% 0,456
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Chocolate 10% 0,465
Chocolate 10% 0,471
Chocolate 15% 0,456
Chocolate 15% 0,439
Chocolate 15% 0,695
Chocolate 20% 0,515
Chocolate 20% 0,513
Chocolate 20% 0,523
Chocolate base 0,526
Chocolate base 0,445
Chocolate base 0,492

Tabla 14 resultados espectrofotometro del chocolate

A partir de los resultados obtenidos, se determiné la concentracion de
polifenoles totales, expresada en miligramos equivalentes de 4cido galico por gramo de
muestra (mg GAE/g). Para ello, se utiliz6 la curva de calibracion construida
previamente con el patron de acido galico. En dicha curva, la absorbancia (variable y) se
relaciona directamente con la concentracion de acido galico (variable x), lo que permitio
calcular los valores correspondientes a las muestras analizadas mediante la ecuacion de
la recta. El desarrollo del procedimiento y los resultados especificos se encuentran

detallados en el Anexo 9.

Luego de comprar los resultados de la cuantificacion de polifenoles en el
chocolate semiamargo 54% con las diferentes proporciones agregadas de bagazo durante
su elaboracion, se observa tienen un promedio de:

mg GAE
g Chocolate base

e Chocolate sin bagazo: 99,38

mg GAE

o/ . T EEE——
[ ] ChOCOlate 5 A)- 96701 g Chocolate 5%
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mg GAE

e Chocolate 10%: 92,66 ———
g Chocolate 10%

mg GAE

o/. _——
¢ Chocolate 15%: 114,86 g Chocolate 15%

mg GAE

e Chocolate 20%: 110,38 ———
g Chocolate 20%

8.4.3 Conclusion

La cuantificacion de polifenoles totales en las muestras de chocolate con agregado
de bagazo de uva presentd resultados variables y sin una tendencia lineal clara. El
chocolate base (sin agregado de bagazo) mostr6é un contenido de 99,38 mg GAE/100 g.
Las formulaciones con 5% y 10% de bagazo arrojaron valores ligeramente inferiores
(96,01 y 92,66 mg GAE/100 g, respectivamente), mientras que las muestras con 15% y
20% evidenciaron un aumento, alcanzando 114,86 y 110,38 mg GAE/100 g.

Aunque estos datos podrian sugerir una tendencia creciente a partir de un
determinado porcentaje de bagazo, no deben considerarse concluyentes, ya que no se
realizo un andlisis estadistico ni replicaciones suficientes. Para una evaluacion confiable,
cada formulacion deberia analizarse a partir de al menos tres muestras independientes y

cada una ser medida por triplicado.

Una observacion destacada es que las muestras con 5% y 10% de bagazo
presentaron valores inferiores al chocolate base, lo cual no concuerda con lo esperado
teoricamente, considerando que el bagazo deshidratado utilizado mostr6 una
concentracion muy elevada de polifenoles: 271,24 mg GAE/g de bagazo seco, es decir,
27.124mg GAE/100 g, una cantidad que lo posiciona como una fuente altamente

concentrada de estos compuestos.

En comparacion, el cacao en polvo siendo el componente mayoritario en la
elaboracion del chocolate, presenta valores de polifenoles considerablemente menores,
con un rango entre 1.500 y 3.000 mg GAE/100 g en base seca, es decir, entre 15 y 30 mg
GAE/g, segun lo informado por Wollgast & Anklam (2000). De forma mas especifica, un
estudio reciente de De la Rosa-Millan et al. (2023) reporta valores de entre 9,2 y 57,4 mg
GAE/g en cacaos no alcalinizados, dependiendo del tratamiento y origen de la muestra,

lo que confirma que el contenido fenolico del bagazo supera ampliamente al del cacao y,
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mas aun, al del azticar siendo un ingrediente que fue parcialmente reemplazado por el

bagazo y que no aporta polifenoles.

Bajo esta logica, incluso una inclusién minima de bagazo deberia haber generado
un incremento, aunque sea leve en el contenido total de polifenoles. No obstante, los
resultados sugieren lo contrario en los porcentajes mas bajos, lo que podria explicarse por
la complejidad de la matriz del chocolate, rica en compuestos polares y no polares (como
lipidos, proteinas y azucares), con los que los polifenoles pueden interactuar durante la
elaboracion. Estas interacciones pueden formar complejos no extraibles facilmente,
disminuyendo la fracciéon de polifenoles libres detectables mediante los métodos

convencionales de analisis.

Este fendmeno se menciona en Sadnchez-Rangel et al. (2013) donde senalan que
el método de Folin—Ciocalteu puede subestimar el contenido de polifenoles en matrices
complejas debido a interferencias con otras sustancias reductoras. Asimismo, Naczk &
Shahidi (2004) destacan que una fraccion significativa de los polifenoles puede
permanecer ligada a la matriz alimentaria, en forma de complejos con proteinas o lipidos,

lo que limita su extraccidon y posterior cuantificacion.

En conclusion, aunque los datos preliminares sugieren un posible aumento del
contenido fenolico a mayores niveles de incorporacion de bagazo, se requiere un disefio
experimental mas robusto, con replicacion adecuada y analisis estadistico, para confirmar
estos resultados. Ademds, seria recomendable profundizar en el estudio de las
interacciones entre los polifenoles y los componentes del chocolate, que podrian estar

afectando su disponibilidad y recuperacioén durante el anélisis.

8.5 Determinacion de fibra dietaria en el chocolate semiamargo con el agregado de

orujo de uva

La determinacion de fibra dietaria en el chocolate formulados con adicion de
bagazo de uva constituye un paso clave para determinar el impacto funcional del
ingrediente incorporado. En este apartado se realiza el procedimiento utilizado para la
determinacion de fibra dietaria en el chocolate formulado, junto con los resultados

obtenidos.

79



FACULTAD DE INGENIERIA Y CIENCIAS
EXACTAS
Proyecto Final de Ingenieria

8.5.1 Metodologia

Para la determinacion de fibra dietaria en la muestra de chocolate semiamargo, se
selecciond el método mas adecuado para este tipo de analisis: el método de Prosky,
también conocido como el "Método de la Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales"
(AOAC 985.29). Este procedimiento, que también fue utilizado en el punto 7.4 del
presente trabajo, es un estandar internacional para la cuantificacion de fibra dietaria total,
asi como de las fracciones soluble e insoluble en alimentos. Su precision y su capacidad
para simular el proceso digestivo lo convierten en una herramienta esencial para el

analisis de productos con alto contenido de fibra insoluble.

En la aplicacion del método de Prosky, se emplearon los mismos materiales de
laboratorio y las proporciones de reactivos previamente utilizadas en la determinacion de

fibra dietaria del bagazo de vino (mencionado en el punto 7.4).

El procedimiento seguido incluy6é la preparaciéon de la muestra de chocolate
semiamargo y su posterior analisis, considerando las diferentes proporciones de bagazo

de vino incorporadas en su formulacion (5%, 10%, 15% y 20%).

8.5.2 Resultados

Se realizaron los siguientes calculos para determinar el porcentaje de fibra dietaria

presente en los chocolates con diferentes porcentajes de bagazo de uva adicionado.

Calculo de la fibra dietaria:

] ) ] Peso del residuo seco
% Fibra dietaria = ( — ) * 100
Peso inicial de la muestra

e Chocolate semiamargo sin orujo de uva:

0,0445 g
2g

e Chocolate semiamargo con 5 % de bagazo de vino:

% Fibra dietaria = ( ) x 100 = 2,26 %

%) x 100 =5,13 %

% Fibra dietaria = (
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e Chocolate semiamargo con 10 % de bagazo de vino:

0,1832 g

% Fibra dietaria = ( 23

) * 100 =9,16 %
e Chocolate semiamargo con 15 % de bagazo de vino:

0,2554 g

% Fibra dietaria = ( 23

) * 100 = 12,77 %
e Chocolate semiamargo con 20 % de bagazo de vino:

0,3011 g

% Fibra dietaria = ( 23

) « 100 = 15,06 %

8.5.3 Conclusion

Los resultados obtenidos muestran una variacion ldgica acorde con la cantidad de
orujo de uva incorporada durante el procesamiento del chocolate. Al comparar estas
muestras con el chocolate elaborado sin la adicion de bagazo de uva, se observa una
diferencia porcentual en el contenido de fibra dietaria. Esto permite concluir que, a
medida que se incrementa la proporcion de bagazo de vino en la formulacién del

chocolate, aumenta también la cantidad de fibra dietaria presente en el producto final.

El aumento en el porcentaje de fibra dietaria observado en los chocolates
enriquecidos con bagazo de vino no solo confirma que este subproducto es una fuente
rica en fibra, sino que también evidencia su capacidad para transferir compuestos
funcionales al alimento final sin comprometer su elaboracion. Esto sugiere que el bagazo
de uva puede ser estratégicamente utilizado como ingrediente funcional en la industria
alimentaria, no solo para mejorar el perfil nutricional de productos como el chocolate,
sino también para responder a una creciente demanda de alimentos con beneficios
digestivos y valor agregado. En este sentido, su incorporacion representa una oportunidad
para el desarrollo de alimentos funcionales sustentables, promoviendo a la vez el

aprovechamiento de residuos agroindustriales.

9  CAPITULO 3: Conclusiones
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Esta investigacion exploratoria analizo la posibilidad de aprovechar un residuo
vitivinicola como materia prima en la elaboracion de chocolate, aportando beneficios
tanto nutricionales como sensoriales. En un pais como Argentina, con gran relevancia en
la produccion de vino, valorizar este tipo de subproducto representa una oportunidad
interesante tanto a nivel industrial como ambiental, en linea con los principios de la

economia circular.

El secado del bagazo de vino en deshidratador permitié6 conservar mejor el
contenido de polifenoles que el secado en horno. Durante la etapa experimental se
observo una diferencia en el contenido fenolico total entre chocolates con y sin bagazo;
sin embargo, al no haberse aplicado un analisis estadistico, no es posible confirmar la
significancia de esa variacion. Por este motivo, seria recomendable ampliar el nimero de
muestras, trabajar con bagazos de diferentes origenes y aplicar pruebas estadisticas

adecuadas para validar las tendencias observadas.

Se destaco que la incorporacion de hasta un 15% de bagazo mejora atributos como
sabor y aroma, dando como resultado un chocolate con una identidad particular y bien
aceptado por los consumidores. Ademas, los resultados sugieren que, en ciertas
proporciones, su inclusion permitiria reducir el contenido de azlcares sin afectar

negativamente las caracteristicas sensoriales.

Parte de las variaciones registradas en el contenido de polifenoles podria
explicarse por las interacciones que estos compuestos establecen con macronutrientes de
la matriz del chocolate (proteinas, lipidos y carbohidratos). Debido a su estructura
quimica, rica en grupos hidroxilo y anillos aromaticos, los polifenoles tienden a formar
enlaces con estas macromoléculas, lo que puede modificar tanto su estabilidad como su
actividad biologica. Estudios previos Goya ef al. (2022) han demostrado que estas
interacciones influyen en la cantidad de compuestos detectables, lo que justifica la
necesidad de profundizar en esta linea. Seria interesante, ademas, identificar de manera
cualitativa los polifenoles presentes en el bagazo y en el producto final, asi como medir
la capacidad antioxidante que aportan al chocolate. Esto abre la puerta a futuras
aplicaciones en otros tipos de chocolate, como el blanco o el de leche, siempre

considerando las diferencias en su composicion.
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Otro aspecto a tener en cuenta es que el proceso de elaboracion del chocolate —
que involucra varias horas de agitacion y temperaturas relativamente altas— podria
reducir en parte la concentracion final de polifenoles. Optimizar estas condiciones de
procesamiento sera clave en investigaciones futuras para maximizar el aporte bioactivo

del bagazo.

Mas alla del chocolate, la alta concentracion de fibra dietaria y compuestos
bioactivos del bagazo de uva sugiere que también podria incorporarse en otras matrices
alimentarias (galletas, barras de cereal, bebidas), lo cual requeriria ajustes de formulacion

y evaluaciones sensoriales especificas.

En definitiva, aunque se trata de un estudio exploratorio, los resultados abren el
camino a nuevas investigaciones que permitan profundizar en los efectos del bagazo y
ampliar sus aplicaciones. Este trabajo sienta las bases para transformar un residuo
agroindustrial en un ingrediente funcional, con potencial para enriquecer el perfil

nutricional de los alimentos y, al mismo tiempo, impulsar una produccién mas sostenible.
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Anexos

Anexo 1: elaboracion chocolate amargo

Seleccion y recepcion de granos de cacao: se seleccionan y reciben granos de

cacao de alta calidad.

Limpieza y clasificacion: los granos de cacao se limpian para eliminar impurezas

y se clasifican segln su tamafio y calidad.

Tostado: los granos de cacao se tuestan para desarrollar su sabor caracteristico y

eliminar la humedad.

Descascarillado y molienda: se separan las cascaras de los granos de cacao

tostados y se muelen para obtener una pasta llamada licor de cacao.

Conchado: el licor de cacao se concha, es decir, se mezcla y agita a una
temperatura controlada para mejorar la textura, aroma y sabor del chocolate. Este

proceso puede durar varias horas.

Templado: la masa de chocolate se enfria y se agita para que los cristales de
manteca de cacao se formen de manera uniforme, lo que daréd al chocolate su

textura crujiente y brillante.

Moldeo: la masa de chocolate se vierte en moldes y se enfria para solidificarla en

barras o formas deseadas.

Enfriado y almacenamiento: las barras de chocolate se enfrian completamente y
se almacenan en condiciones adecuadas de temperatura y humedad para su

posterior distribucion y venta.
Anexo 2: elaboracion chocolate con leche
Seleccion y Recepcion de Cacao

a. Recepcion y seleccion de granos de cacao.

b. Limpieza de impurezas (piedras, polvo, etc.).
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UADE &

2. Tostado:

a. Tostado de los granos de cacao a temperaturas controladas para desarrollar

el sabor.
3. Triturado y Descascarillado:
a. Triturado de los granos para separar la cascara del grano (nibs de cacao).
b. Descascarillado: Separacion de la cascara y los nibs.
4. Molienda de Nibs:
a. Molienda de nibs para obtener licor de cacao (masa de cacao).
5. Prensado:
a. Prensado del licor de cacao para separar manteca de cacao y torta de cacao.
6. Elaboracion del Chocolate con Leche:

a. Mezcla del licor de cacao, manteca de cacao, azucar, leche en polvo, y

otros ingredientes (emulsionantes, saborizantes).
b. Refinado de la mezcla para reducir el tamafo de las particulas.

7. Conchado:

a. Conchado para suavizar la textura y desarrollar el sabor. Este proceso

puede durar varias horas.
8. Templado:

a. Enfriamiento controlado del chocolate para estabilizar los cristales de

manteca de cacao, obteniendo un chocolate brillante y con buena textura.
9. Moldeado:
a. Vertido del chocolate templado en moldes.

b. Enfriamiento para solidificar el chocolate.
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10. Desmoldado y Empaque:

11.3

a. Desmoldado del chocolate solidificado.

b. Empaque final para su distribucion.
Anexo 3: elaboracion chocolate blanco
Recepcion y Seleccion de Materias Primas:

a. Recepcion de la manteca de cacao, leche en polvo, azicar y otros

ingredientes (emulsionantes, saborizantes).
b. Seleccion y almacenamiento adecuado de las materias primas.
Mezcla de Ingredientes:
a. Manteca de cacao se funde y se mezcla con leche en polvo y azlcar.

b. Se afiaden emulsionantes (como la lecitina) y saborizantes (como la

vainilla).
Refinado:

a. Lamezcla se pasa por rodillos o refinadores para reducir el tamafio de las

particulas y obtener una textura fina y homogénea.
Conchado:

a. La mezcla refinada se somete a un proceso de conchado, donde se agita 'y

se calienta para mejorar la textura, reducir la acidez y desarrollar el sabor.
Temperado:

a. La mezcla conchada se enftria y se calienta en un proceso controlado para
formar cristales estables de manteca de cacao, lo que asegura un buen

brillo, textura y un "snap" al romper el chocolate.
Moldeado:

a. El chocolate temperado se vierte en moldes y se deja enfriar para

solidificar.
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7. Desmoldado y Empaque:

a. Una vez que el chocolate se ha enfriado y solidificado, se desmolda y se

empaqueta para su distribucion y venta.

11.4 Anexo 4: listado de materiales y reactivos utilizados en la cuantificacion de
polifenoles.
- Pipetas de 1,5y 10ml
- Tubos de centrigura
- Metanol
- Agua destilada
- Balanza analitica
- Vasos de precipitados de 50 mL
- Centrifuga
- Tubos de ensayo con tapon
- Acido galico
- Agita tubos (vortex)
- Matraces aforados de 25 mL y 10 mL
- Reactivo de Folin-Ciocalteau
- Carbonato sodico 7,5%
- Cubetas de plastico de 3 mL para espectrofotometria visible

- Espectrofotometro UV-Visible

11.5 Anexo 5: resultados de concentracion de polifenoles en los diferentes bagazos

Como resultado de este proceso, se obtuvieron valores especificos que

permitieron establecer una comparacion entre ambas condiciones de tratamiento:

Muestra Absorbancia
Orujo secado en deshidratador 1 0,52
Orujo secado en deshidratador 2 0,545
Orujo secado en deshidratador 3 0,551
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Orujo secado en horno 1 0,134
Orujo secado en horno 2 0,142
Orujo secado en horno 3 0,136

Tabla 6: resultados espectrofotometro

Con los resultados obtenidos, utilizando la curva de calibracion del patron
previamente calculada, se determinaron los mg de polifenoles presentes en 1 g de muestra,

e,

siendo “y” absorbancia, y “x” concentracion de ac galico.
y = 0,0112x — 0,0689
I.  Polifenoles en muestra de deshidratador 1:

y = 0,0112x — 0,0689
u
52,58%x 250 pl (factor de dilucion) = 13145,089 png/ml

Determinamos cuantos ug hay en 3ml del volumen final

= 13.145,089%96 3ml = 39.435,268 ng

De 10g de bagazo en 20ml de metanol, la cantidad en el volumen final de 0,3 ml fue:
_ (0,3mlx 10 g Bagazo D.)
- 20 ml

= 0,15 g de Bagazo Deshidratado

Por lo que la concentracion en los 0,15g Bagazo Deshidratado:

39.435,268 ug
0,15 g Bagazo D.
262.901,79%

= 262.901,79%9

mg GAE
— %= 262,902 =22
1000m—g g Bagazo D.

II.  Polifenoles en muestra de deshidratador 2:

y = 0,0112x — 0,0689
u
%x 250 ul (factor de dilucion) = 13.703,125 ug/ml
Determinamos cuantos ug hay en 3ml del volumen final
g

u
= 13.703,125 " 3ml = 41.109,375 ng

54,8125

De 10g de bagazo en 20ml de metanol, la cantidad en el volumen final de 0,3 ml fue:
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_ (0,3mlx 10 g Bagazo D.)

20 il = 0,15 g de Bagazo Deshidratado

Por lo que la concentracion en los 0,15g Bagazo Deshidratado:

41,109,375 pg
0,15 g Bagazo D.
247.062,522 mg GAE

£ = 274,0625

" 100089 g Bagazo D.
1000mg g Bagazo D.

= 247.062,5%‘9

III.  Polifenoles en muestra de deshidratador 3:

y = 0,0112x — 0,0689
55,348214;—‘6]19( 250 pl (factor de dilucion) = 13.837,054 pg/ml

Determinamos cuantos ug hay en 3ml del volumen final

_ 13.837,054%x 3ml = 41.511,161 ug

De 10g de bagazo en 20ml de metanol, la cantidad en el volumen final de 0,3 ml fue:
_ (0,3mlx 10 g Bagazo D.)
B 20 ml

= 0,15 g de Bagazo Deshidratado

Por lo que la concentracion en los 0,15g Bagazo Deshidratado:

41.511,161 pg
0,15 g Bagazo D.
276.741,07%

= 276.741,07%9

- 276,74107g"‘gi

1000£ZL Bagazo D.
mg

IV.  Polifenoles en muestra de horno 1:

y = 0,0112x — 0,0689
18,116071 %x 250 ul (factor de dilucion) = 4529,0179 pg/ml

Determinamos cuantos ug hay en 3ml del volumen final
Hg

= 4529,0179 X 3ml = 13.587,054 ng

De 10g de bagazo en 20ml de metanol, la cantidad en el volumen final de 0,3 ml fue:
_ (0,3mlx 10 g Bagazo H.)
B 20 ml

= 0,15 g de Bagazo Horno

Por lo que la concentracion en los 0,15g Bagazo Horno:

96



FACULTAD DE INGENIERIA Y CIENCIAS
EXACTAS
Proyecto Final de Ingenieria

13.587,054 ug
0,15 g Bagazo H.
90.580,357-2 mg GAE

£ = 90,580357 p

Bagazo H.

= 90.580,357‘;7‘9

1000LL
mg

V. Polifenoles en muestra de horno 2:

y = 0,0112x — 0,0689
18,830357%x 250 ul (factor de dilucion) = 4707,5893 pg/ml

Determinamos cuantos ug hay en 3ml del volumen final

= 4707,5893 %x 3ml = 14.122,768 ng

De 10g de bagazo en 20ml de metanol, la cantidad en el volumen final de 0,3 ml fue:
_ (0,3mlx 10 g Bagazo H.)
B 20 ml

= 0,15 g de Bagazo Horno

Por lo que la concentracion en los 0,15g Bagazo Horno:

14.122,768 ug
0,15 g Bagazo H.
94.151,786%

= 94.151,786“?‘9

= 94,151786 - mg GAE

1000+L Bagazo H.
mg

VI.  Polifenoles en muestra de horno 3:

y = 0,0112x — 0,0689

18,294643 %x 250 ul (factor de dilucion) = 4573,6607 pg/ml
Determinamos cuantos ug hay en 3ml del volumen final
Hg

= 4573,6607ﬁx 3ml = 13.720,982 png

De 10g de bagazo en 20ml de metanol, la cantidad en el volumen final de 0,3 ml fue:
_ (0,3mlx 10 g Bagazo H.)
B 20 ml

= 0,15 g de Bagazo Horno

Por lo que la concentracion en los 0,15g Bagazo Horno:

13.720,982 pg

= 91.473,214%
0,15 g Bagazo H. g
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91.473,2 14%

= 91,473214~ mg GAE

10002L Bagazo H.
mg

11.6  Anexo 6: materiales necesarios para la determinacion de fibra dietaria:

- Muestra de orujo de uva deshidratado
- Balanza analitica

- Agua destilada

- Etanol 95%

- Matraz de 250 ml

- Soluciéon HCI 0.257M

- Soluciéon NaOH 0.319M

- Centrifuga

- Estufa

- Tamices de 100 um
11.7  Anexo 7: peparacion de los reactivos par determinacion de fibra dietaria:

Para la preparacion de la solucion HCI1 0,257 M se parti6 de la solucion HCI 0,9939
N disponible en el laboratorio de UADE.

Para la preparacion de la solucion de HC1 0,257 M, se parti6 de la solucion de HC1
0,9939 N disponible en el laboratorio de UADE. Esta solucion tenia la particularidad de
que la molaridad era igual a la normalidad, dado que en los acidos monopréticos como el
HCl, la molaridad y la normalidad son equivalentes. Por lo tanto, cada molécula de HCl

liberaba un proton en solucion, es decir, se partié de una solucion 0,9939 M = 0,9939 N.

Para preparar 250 ml de esta solucion, se calcul6 el volumen que se debia tomar de

HCI 0,9939 M para obtener una concentracion teorica de 0,257:

Masa HCL ( 0,9939M) x Volumen HCI ( 0,9939M) =
= Masa HCL (0,257M)x Volumen HCL (0,257M)

Siendo el Volumen de HCI 0,9939 M la incognita de esta formula.

Despejando esta incognita, se obtuvo como resultado que 64,644 ml de HCI

0,9939 M eran necesarios para obtener la concentracion experimental de la solucion de
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HCI. Estos 64,644 ml se llevaron a un matraz de 250 ml y se complet6 con agua destilada

hasta alcanzar el volumen total. Luego, se titularon para verificar la concentracion.
Posteriormente, se tomaron 25 ml de la solucion de HC1 0,257 M.

Para preparar la solucion de Na2COs, se pesaron 1,0599 g de Na.COs, obtenidos

de la siguiente manera:
Masa (NaxCo3) =M x V x Pm
Masa = 0,1mol x 0,1L x 105,99g/mol = 1,0599¢g

Luego, se colocaron los 1,0599 gramos de Na.COs en un Erlenmeyer y se
completd con agua destilada hasta alcanzar 1 litro. Se tomaron 25 ml de esta solucion y

se agregaron 3 gotas de azul de bromotimol como indicador de la titulacion.

Una vez que se comenzo6 a titular, se observd que la coloracion inicial era azul.
Después de afiadir un cierto volumen de HCI, la solucién comenzé a virar levemente a
una coloracidén amarilla, hasta alcanzar un amarillo constante, indicando el volumen de

HCI gastado en la titulacion.
Reaccion redox:
Na2COs + 2HCI — 2NaCl + H.O + CO:

El volumen de titulante gastado fue de 19,7ml. Con este dato, se obtuvo la

concentracion experimental:

mol HCL = C HCL x V HCL

mol HCL = 0,257M x 0,0197L

mol HCL = 0,00506 mol

mol de Na;Cosz = 0,00506mol / 2 = 0,00253 mol
Cexperimental = C(NaCos) / V(NaxCo3)

Cexperimental = 0,00253 / 0,025 =0,1012 M
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UADE )

Como la concentracion experimental no es 0,257M, se calculd y aplico el factor

“F” de correccidn:
F (factor de correccion) = Concentracion de 4cido a obtener / Concentracion experimental
F (factor de correccion) = 0,257M / 0,1012M = 2,54

Aplicando el factor de correccion encontrado, se calculd el volumen de HCI

0,9939M para obtener una concentracion de 0,257M:
V=V (HCL 0,9939) x F
V = 64,644 ml x 3,54 = 264,95 ml

El volumen de HCI 0,9939 M, que se utilizd para obtener una concentracion de

HCL 0,319 M, fue de 264,95ml.
NaOH:

Para la preparacion de la solucion de NaOH 0,319 M, se parti6 de la solucion de
NaOH 0,97 M disponible en el laboratorio de UADE. Para preparar 250 ml de esta
solucion, se calcularon los gramos de NaOH que debian pesarse para obtener una

concentracion tedrica de 0,319 M:
M (Masa de NaOH 0,97M) =

40
= Molaridad NaOH (0,319M) x Volumen (0,250ml) x Mr <m_fl) =

= M(Masa de NaOH 0,97M) = 3,19gramos

Se procedi6 a valorizar la solucion de NaOH 0,319 M con HC1 0,257 M. Este es
un procedimiento acido-base tipico, donde el NaOH actia como base y el HCL como

acido titulante. La reaccion entre ellos es:

NaOH + HCl - NaCl + H20
ClxV1(HCl)= C2 + V2 (NaOH)
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Se procedié a agregar lentamente el HCl a la solucion de NaOH mientras se
agitaba el matraz. Se observo el cambio de color del indicador, donde la fenolftaleina

cambi6 de rosa a incolora, para identificar el punto de equivalencia.

Mol HCL = 0,257M x 0,0116 L = 0,00299 mol HCL -> 0,00299 mol NaOH

La concentracion obtenida de NaOH teorica calculada fue:

C (NaOH) = 0,00299 mol NaOH /0,1L = 0,0299 M

Como la concentracion experimental no era 0,319 M, se calculd y aplicé el factor “F” de

correccion:
F (factor de correccion) = Concentracion de base a obtener / Concentracion experimental

F (factor de correccion) = 0,319 M / 0,0299 M = 10,67

V (NaOH) = 0,319 Mx0,1L—0,97M = 0,0329L = 32,9ml

Es decir, los gramos que se debieron pesar para obtener NaOH 0,319 M fueron

calculados aplicando el factor de correccion:

32,9 ml—> 1,272 gramos

11.8 Anexo 8: Procedimiento y resultados de los analisis microbiologicos:
- Recuento de aerobios mesoéfilos en UFC/g (ISO 4833:2003):

Para el recuento de aerobios mesoéfilos en UFC/g (ISO 4833:2003), se selecciond la
dilucion 1072, basada en experiencias previas, donde se estimaba que la concentracion de
aerobios mesofilos en la muestra seria lo suficientemente alta como para que el recuento
de colonias en esta dilucion fuera representativo y cayera dentro del rango dptimo de 25

a 250 colonias por placa.

Luego de colocar 0,1 ml en la placa de PCA, se utilizd una espatula estéril para
distribuir de manera eficiente la muestra en la placa, repitiendo este procedimiento 5
veces, segun lo requerido en el articulo. Posteriormente, las placas se incubaron en estufa

a 30°C durante 72 horas.
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Dilucion Volumen de | Recuento Factor de | Resultado
siembra (UFC/g) diluciéon obtenido en
UFC/g
102 0,1 ml 0 UFC/G 100 11,600
UFC/g

Tabla 15 resultados obtenidos agar PCA
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Figura 29: placas de PCA para el recuento de aerobios mesofilos

Para el célculo de UFC/g se utiliza la siguiente forma:

promedio de colonias * factor de dilucién

F =
UFC/g volumen inoculado
11,6 * 100
UFC/g = 01 = 11,600 UFC/g

- Recuento de Enterobacterias en UFC/g (ISO 21528-2: 2004):

Para la siembra, se selecciono la dilucion 1072, basada en experiencias previas, donde
se estimaba que la concentracion de Enterobacterias en la muestra seria lo suficientemente
alta como para que el recuento de colonias en esta dilucion fuera representativo y cayera

dentro del rango 6ptimo de 30 a 300 colonias por placa.

Luego de colocar 0,1 ml en la placa de VRBG (Violet Red Bile Glucose Agar), se
utilizé una espatula estéril para distribuir de manera eficiente la muestra en la placa,
repitiendo este procedimiento 5 veces, segiin lo requerido en el articulo. Posteriormente,

las placas se incubaron en estufa a 37°C durante 24 horas.

Analizando los resultados:

Resultado
Volumen de | Recuento Factor de _
Dilucion o obtenido
siembra (UFC/g) dilucion
UFC/g

cn
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102

1 ml

0 UFC/g

100

<100 UFC/g

UFC/g =

Tabla 16 resultados obtenidos para recuento de enterobacterias

Figura 30: placa de VRBG para el recuento de enterobacterias

promedio de colonias * factor de dilucién

volumen inoculado

* 100

UFC/g =———= OUFC/g

- Recuento de E. coli por NMP/g (ISO 16649-3 : 2005):

Para la siembra, se utilizaron las diluciones seriadas de 1072, 102y 10*. Se inocul¢ 1

ml de cada dilucion en tubos con 10 ml de caldo LST (Lauril Sulfato de Triptosa) por

triplicado, con el fin de asegurar la precision estadistica del NMP/g. Luego, se incubaron

los 9 tubos, correctamente rotulados, en una estufa a 37°C durante 48 horas.
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- Dilucion 10

Figura 31: tubos de caldo LST para el recuento de E coli por NMP
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Luego de la incubacion, en ninguno de los 9 tubos se observo turbidez
(crecimiento bacteriano) ni produccion de gas en la campana de Durham. Por lo tanto, se
considerd que no habia presencia de coliformes (incluyendo E. coli) en la muestra. Al
ingresar los resultados en la tabla de NMP/g después de la incubacion, se obtuvo el valor

de NMP/g correspondiente.

Table 966.24A Most probable numbers (MPN) per 1 g test portion, using 3 tubes with each of 0.1, 0.01, and 0.001 g portions

Positive tubes Positive tubes Positive tubes Positive tubes

0.1 001 0001 MPN 04 001 0001 MPN 01 001 0001 MPN 0.1 001 0.001 MPN
0 0 0 <3 1 0 0 36 2 0 0 9.1 3 0 0 23
0 0 1 3 1 0 1 7.2 2 0 1 14 3 0 1 39
0 0 2* 6 1 0 2 7" 2 0 2 20 3 0 2 64
0 0 3* < 1 0 3" 15 2 0 3’ 26 3 0 3 95
0 1 0 3 1 1 0 73 2 1 0 15 3 1 0 43
0 1 1 6.1 1 1 1 1 2 1 1 20 3 1 1 75
0 1 2* 92 1 1 2 15 2 1 2 27 3 1 2 120
0 1 3 12 1 1 3" 19 2 1 3* 34 3 1 3 160
0 2 6.2 1 2 0 1 2 2 0 21 3 2 0 93
0 2 1* 9.3 1 2 1 15 2 2 1 28 3 2 1 150
0 2 2' 12 1 2 2* 20 2 2 2 35 3 2 2 210
0 2 3* 16 1 2 3* 24 2 2 3 42 3 2 3 290
0 3 0 9.4 1 3 0 16 2 3 0 29 3 3 0 240
0 3 1* 13 1 3 1* 20 2 3 1 36 3 3 1 460
0 3 2 16 1 3 2° 24 2 3 2* 44 3 3 2 1100
0 3 3* 18 1 3 K 29 2 3 2t 53 3 3 3 >1100

Figura 32: tabla de NMP/g

e Recuento de Estafilococos coagulasa positiva (NMP/g)

Para la siembra, se utilizaron las diluciones seriadas de 1072, 102 y 10™*. Se
inoculd 1 ml de cada dilucion en tubos con 10 ml de caldo GC (Giolliti Cantoni) con
tapon de Vaspar, por triplicado, teniendo finalmente 9 tubos, con el fin de asegurar la
precision estadistica del NMP/g. Luego, se incubaron los 9 tubos, correctamente
rotulados, en una estufa a 37°C durante 48 horas. Posteriormente, se observaron tubos

con turbidez, indicativos de crecimiento bacteriano.
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Figura 33: tubos de caldo GC (Giolliti Cantoni) para el recuento de Estafilococos coagulasa positiva

Se procedi6 a inocular 0,1 ml de cada tubo positivo/oscurecido (con crecimiento
bacteriano) en placas de Baird Parker, un medio selectivo para la confirmacion de

coagulasa. Luego de la siembra, las placas se incubaron en estufa a 37°C durante 48 horas.

Figura 34: placas de Baird Parker para la confirmacién

Luego de incubar las placas de Baird Parker, se observo el evidente crecimiento
de colonias microbianas. Sin embargo, las colonias desarrolladas en el agar no
correspondian a las caracteristicas tipicas de Staphylococcus aureus. Estas colonias
deberian ser negras con un halo claro, resultado de la hidrdlisis de la yema de huevo

presente en el agar Baird Parker.
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Figura 35: placas de Baird Parker con colonias atipicas.

Colonias tipicas:
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Numero de
Diluciéon Placa 1 Placa 2 Placa 3 placas
positivas
102 0 0 0 0
10° 0 0 0 0
10* - - - -

e Investigacion de Salmonella spp (ISO 6579:2002):

Para la investigacion de Salmonella spp., se partid del homogenato incubado durante

Tabla 17 resultados colonias tipicas

24 horas a 37°C. Se tomaron 0,1 ml y se colocaron en tubos con el medio RV (Rappaport-

Vassiliadis), repitiendo este procedimiento cinco veces para obtener el n = 5 solicitado

por el articulo del CAA. Posteriormente, se incubaron a 42°C durante 24 horas.

Luego de la incubacion, se procedid a repicar a partir de los tubos RV incubados en

placas de XLD (Agar Xilosa Lisina Desoxicolato). Las placas se incubaron a 37°C

durante 24 horas.
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Figura 36: placas de XLD para investigacion de Salmonella spp

11.9  Anexo 9: resultados y calculos obtenidos de la medicién de polifenoles en los

diferentes chocolates con distintos porcentajes de bagazo

Con los resultados obtenidos, utilizando la curva de calibracion del patrén
previamente calculada, se determinaron los mg de polifenoles presentes en 1 g de muestra,

siendo “y” absorbancia, y “x” concentracion de ac galico.
y = 0,0112x — 0,0689
I.  Polifenoles en muestra de chocolate 5% (1):

y = 0,0112x — 0,0689
u
49,276786 ;glx 100 ul (factor de dilucion) = 4.927,6786 ug/ml
Determinamos cuantos ug hay en 3ml del volumen final
ug

= 4.927,6786ﬁx 3ml = 14.783,036 ug

De 10g de chocolate 5% en 20ml de metanol, la cantidad en el volumen final de 0,3 ml fue:
3 (0,3ml x 10 g chocolate 5%)
- 20 ml

= 0,15 g de Chocolate 5%

Por lo que la concentracion en los 0,15g Chocolate 5%:

14.783,036 ug
0,15 g Chocolate 5%

= 9&55&571%5
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98.553,571%

mg GAE
— 7% =98,553571 — 2 __
1000m—g g Chocolate 5%

II.  Polifenoles en muestra de chocolate 5% (2):

y = 0,0112x — 0,0689

u
47,491071 gglx 100 ul (factor de dilucion) = 4.749,1071 ug/ml
Determinamos cuantos ug hay en 3ml del volumen final

u
= 4.749,1071 Eglx 3ml = 14.247,321 ug

De 10g de chocolate 5% en 20ml de metanol, la cantidad en el volumen final de 0,3 ml fue:
_ (0,3ml x 10 g chocolate 5%)
B 20 ml

= 0,15 g de Chocolate 5%

Por lo que la concentracion en los 0,15g Chocolate 5%:

14.247,321 ug
0,15 g Chocolate 5%
98.982,143%9

= 98.982,143%9

mg GAE
7L = 98982143 — L= __
1000m—g g Chocolate 5%

III.  Polifenoles en muestra de chocolate 5% (3):

y = 0,0112x — 0,0689
ug

45,258929 ﬁx 100 ul (factor de dilucion) = 4..525,8929 ug/ml

Determinamos cuantos ug hay en 3ml del volumen final

u
= 4.525,8929 Kglx 3ml =13.577,679 ug

De 10g de chocolate 5% en 20ml de metanol, la cantidad en el volumen final de 0,3 ml fue:
_ (0,3ml x 10 g chocolate 5%)

20ml

= 0,15 g de Chocolate 5%

Por lo que la concentracion en los 0,15g Chocolate 5%:

13.577,679 ug
0,15 g Chocolate 5%
90.517,8571;79

= 90.517,857”;9

— 90,517857 — 29 GAE

10002 g Chocolate 5%
mg

IV.  Polifenoles en muestra de chocolate 10% (1):
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y = 0,0112x — 0,0689

u
46,866071 gglx 100 ul (factor de dilucion) = 4.686,6071 ug/ml
Determinamos cuantos ug hay en 3ml del volumen final

u
= 4.686,6071 Kglx 3ml = 14.059,821 ug

De 10g de chocolate 10% en 20ml de metanol, la cantidad en el volumen final de 0,3 ml fue:
_ (0,3mlx 10 g chocolate 10%)
B 20 ml

= 0,15 g de Chocolate 10%

Por lo que la concentracion en los 0,15g Chocolate 10%:

14.059,821 ug
0,15 g Chocolate 10%
93.732,143%9

= 93.732,143%"

mg GAE
——2=093,732143 ————
1000;—99 ’ g Chocolate 10%

V.  Polifenoles en muestra de chocolate 10% (2):

y = 0,0112x — 0,0689
u
46,669643 Kglx 100 ul (factor de dilucion) = 4.766,9643 ug/ml

Determinamos cuantos ug hay en 3ml del volumen final
g

u

= 4.766,9643 X 3ml = 14.300,893 ug

De 10g de chocolate 10% en 20ml de metanol, la cantidad en el volumen final de 0,3 ml fue:
3 (0,3ml x 10 g chocolate 10%)

20ml

= 0,15 g de Chocolate 10%

Por lo que la concentracion en los 0,15g Chocolate 10%:

14.300,893 ug
0,15 g Chocolate 10%
95.339,286%9

= 95.339,286%

mg GAE
— % =95,339286 —9 2= __
1000m—g g Chocolate 10%

VI.  Polifenoles en muestra de chocolate 10% (3):

y = 0,0112x — 0,0689
u
48,205357 %x 100 ul (factor de dilucion) = 4.820,5357 ug/ml
Determinamos cuantos ug hay en 3ml del volumen final
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u
— 4.820,5357 %x 3ml = 14,461,607 ug

De 10g de chocolate 10% en 20ml de metanol, la cantidad en el volumen final de 0,3 ml fue:
_ (0,3mlx 10 g chocolate 10%)
B 20 ml

= 0,15 g de Chocolate 10%

Por lo que la concentracion en los 0,15g Chocolate 10%:

14.461,607 ug
0,15 g Chocolate 10%

= 93.732,143%

ug
93.732,143—
’ mg GAE
— % =93,732143 — 2= __
1000m—g g Chocolate 10%

VII.  Polifenoles en muestra de chocolate 15% (1):

y = 0,0112x — 0,0689
ug

46,866071 Ex 100 ul (factor de dilucion) = 4.686,6071 ug/ml

Determinamos cuantos ug hay en 3ml del volumen final

u
= 4.686,6071 gglx 3ml = 14.059,821 ug

De 10g de chocolate 15% en 20ml de metanol, la cantidad en el volumen final de 0,3 ml fue:
_ (0,3ml x 10 g chocolate 15%)
B 20 ml

= 0,15 g de Chocolate 15%

Por lo que la concentracion en los 0,15g Chocolate 15%:

14.059,821 ug
0,15 g Chocolate 15%

= 93.732,143%

ug
93.732,143—=
! mg GAE
— 7L =93,732143 —2 2 __
1000m—g g Chocolate 15%

VIII.  Polifenoles en muestra de chocolate 15% (2):

y = 0,0112x — 0,0689

u
45,348214;‘glx 100 ul (factor de dilucion) = 4.534,8214 ug/ml
Determinamos cuantos ug hay en 3ml del volumen final

u
= 4.534-,8214;‘glx 3ml = 13.604,464 ug

De 10g de chocolate 15% en 20ml de metanol, la cantidad en el volumen final de 0,3 ml fue:
_ (0,3ml x 10 g chocolate 15%)
a 20 ml

= 0,15 g de Chocolate 15%
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Por lo que la concentracion en los 0,15g Chocolate 15%:

13.604,464 ug = 90.696 429%
0,15 g Chocolate 15% ) ’ g
ug
90.696,429—
’ mg GAE
— % =90,696429 —2 = __
1000m—g g Chocolate 15%

IX.  Polifenoles en muestra de chocolate 15% (3):

y = 0,0112x — 0,0689

u
68,205357 %x 100 ul (factor de dilucion) = 6.820,5357 ug/ml
Determinamos cuantos ug hay en 3ml del volumen final

u
— 6.820,5357 %x 3ml = 20.461,607 ug

De 10g de chocolate 15% en 20ml de metanol, la cantidad en el volumen final de 0,3 ml fue:
_ (0,3mlx 10 g chocolate 15%)

20 ml

= 0,15 g de Chocolate 15%

Por lo que la concentracion en los 0,15g Chocolate 15%:

20.461,607 ug
0,15 g Chocolate 15%

= 136.410,71%9

ug
136.410,71—
! mg GAE
— 7% =136,41071 ——2—__
1000m—g g Chocolate 15%

X.  Polifenoles en muestra de chocolate 20% (1):

y = 0,0112x — 0,0689
u
52,133929 gglx 100 ul (factor de dilucion) = 5.213,3929 ug/ml
Determinamos cuantos ug hay en 3ml del volumen final
g

u
= 5.213,3929 Wx 3ml = 15.640,179 ug

De 10g de chocolate 20% en 20ml de metanol, la cantidad en el volumen final de 0,3 ml fue:
3 (0,3ml x 10 g chocolate 20%)
a 20 ml

= 0,15 g de Chocolate 20%

Por lo que la concentracion en los 0,15g Chocolate 20%:

15.640,179 ug
0,15 g Chocolate 20%

= 104.267,86%9
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ug
136.410,71—
’ mg GAE
— L =104,26786 —2—__
1000m—g g Chocolate 20%

XI.  Polifenoles en muestra de chocolate 20% (2):

y = 0,0112x — 0,0689

u
51,955357 gglx 100 ul (factor de dilucion) = 5.195,5357 ug/ml
Determinamos cuantos ug hay en 3ml del volumen final

u
— 5.195,5357 gglx 3ml = 15.586,607 ug

De 10g de chocolate 20% en 20ml de metanol, la cantidad en el volumen final de 0,3 ml fue:
_ (0,3ml x 10 g chocolate 20%)
B 20 ml

= 0,15 g de Chocolate 20%

Por lo que la concentracion en los 0,15g Chocolate 20%:

15.586,607 ug
0,15 g Chocolate 20%

= 103.910,71%"

ug
103.910,71—
! mg GAE
— % =103,91071 —2 2= __
1000m—g g Chocolate 20%

XII.  Polifenoles en muestra de chocolate 20% (3):

y = 0,0112x — 0,0689
u
52,848214£x 100 ul (factor de dilucion) = 5.284,8214 ug/ml

Determinamos cuantos ug hay en 3ml del volumen final

u
= 5.284,8214£x 3ml = 15.854,464 ug

De 10g de chocolate 20% en 20ml de metanol, la cantidad en el volumen final de 0,3 ml fue:
3 (0,3ml x 10 g chocolate 20%)
a 20 ml

= 0,15 g de Chocolate 20%

Por lo que la concentracion en los 0,15g Chocolate 20%:

15.854,464 ug
0,15 g Chocolate 20%

= 105.696,43%9

ug
105.696,43—
’ mg GAE
——Z = 105,69643 ———
1000m—g g Chocolate 20%

XIII.  Polifenoles en muestra de chocolate base (1):
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y = 0,0112x — 0,0689

u
53,116071 gglx 100 ul (factor de dilucion) = 5.311,6071 ug/ml
Determinamos cuantos ug hay en 3ml del volumen final

u
= 5.311,6071 gglx 3ml =15.934,821 ug

De 10g de chocolate base en 20ml de metanol, la cantidad en el volumen final de 0,3 ml fue:
_ (0,3ml x 10 g chocolate base)
B 20ml

= 0,15 g de Chocolate base

Por lo que la concentracion en los 0,15g Chocolate base:

15.934,821 ug
0,15 g Chocolate base

= 106.232,14%"

ug
106.232,14—
’ mg GAE
— 5% =106,23214 — 9
1000m—g g Chocolate base

XIV.  Polifenoles en muestra de chocolate base (2):

y = 0,0112x — 0,0689
u
45,883929 Kglx 100 ul (factor de dilucion) = 4.588,3929 ug/ml

Determinamos cuantos ug hay en 3ml del volumen final
g

u

= 4.588,3929 X 3ml =13.765,179 ug

De 10g de chocolate base en 20ml de metanol, la cantidad en el volumen final de 0,3 ml fue:
B (0,3ml x 10 g chocolate base)

20ml

= 0,15 g de Chocolate base

Por lo que la concentracion en los 0,15g Chocolate base:

13.765,179 ug
0,15 g Chocolate base

= 91.767,857%

ug
91.767,857—=
’ myg GAE
—— 7L =91,767857 —L
1000m—g g Chocolate base

XV. Polifenoles en muestra de chocolate base (3):

y = 0,0112x — 0,0689
u
50,080357 ;glx 100 ul (factor de dilucion) = 5.008,0357 ug/ml

Determinamos cuantos ug hay en 3ml del volumen final
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u
— 5.008,0357 Egzx 3ml = 15.024,107 ug

De 10g de chocolate base en 20ml de metanol, la cantidad en el volumen final de 0,3 ml fue:
_ (0,3ml x 10 g chocolate base)
B 20 ml

= 0,15 g de Chocolate base

Por lo que la concentracion en los 0,15g Chocolate base:

15.024,107 ug
0,15 g Chocolate base

= 100.160,711;7"

ug
100.160,71—=
! mg GAE
— 7% =100,16071 ——22=__
1000m—g g Chocolate base
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