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Resumen

El estudio prospectivo aborda los desafios ecolégicos de la capacidad de fijacion de las
ascidias, organismos marinos que al desplazarse afectan la diversidad de especies nativas en las
costas ecuatorianas impactando en actividades cruciales como la pesca y la cria de cultivos de
bivalvos en Ecuador. El estudio se enfoca en la seleccién e incorporacion de una especie de
ascidias, que sea rica en proteinas, en barritas de cereales para elevar su calidad nutricional,
planteando una solucién sostenible a la invasion de ascidias. Las muestras, proporcionadas por
CENAIM-ESPOL, fueron analizadas para identificar su contenido proteico, ademas, se planted un
disefio factorial para la formulacién de las barritas a las cuales luego se le realizaron andlisis como
grasas, humedad, cenizas y pH con el fin de determinar algunas propiedades fisicoquimicas tanto
de las ascidias seleccionadas como de las barritas disefiadas. Finalmente, se llevé a cabo una
evaluacion sensorial para medir la aceptacion y preferencia de las barritas, se seleccion6 la ascidia
ASC-003 con ~36% de proteina para enriquecer la barrita, sustituyendo el 10% en la formulacion.
Los resultados de los analisis fisicoquimicos de las dos barritas fueron similares y la prueba sensorial
demostré aceptacion y preferencia hacia la apariencia y textura de la barrita enriquecida,
destacandose la viabilidad de las ascidias como una fuente de proteina alternativa.

Palabras Clave: Ascidias, proteinas, barritas nutritivas.



Abstract

The prospective study addresses the ecological challenges of the attachment capacity of
ascidians, marine organisms that affect the diversity of native species in the Ecuadorian coasts
impacting crucial activities such as fishing and breeding of bivalve crops in Ecuador. The study
focuses on the selection and incorporation of a protein-rich ascidian species in cereal bars to increase
their nutritional quality, proposing a sustainable solution to the ascidian invasion. The samples,
provided by CENAIM-ESPOL, were analyzed to identify their protein content, and a factorial design
was proposed for the formulation of the bars, which were then analyzed for fat, moisture, ash and pH
in order to determine some physicochemical properties of both the selected ascidians and the
designed bars. Finally, a sensory evaluation was carried out to measure the acceptance and
preference of the sticks. The ascidian ASC-003 with ~36% protein was selected to enrich the bar,
replacing 10% in the formulation. The results of the physicochemical analysis of the two bars were
similar and the sensory test showed acceptance and preference for the appearance and texture of
the enriched bar, highlighting the viability of ascidians as an alternative protein source.

Keywords: Sea squirts, experimental design, nutritional bars, sea squirt protein.
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Capitulo 1



1. 1 Introduccidn

Las ascidias son un grupo de invertebrados marinos que se caracterizan por su cuerpo
gelatinoso y su capacidad de fijacion a superficies solidas, estos urocordados o tunicados pueden
ser solitarias o coloniales, y se encuentran en una amplia variedad de habitats marinos, desde
aguas poco profundas hasta profundidades abisales (Bastida y col., 2014).

Estos organismos desempefian un papel vital en los ecosistemas marinos, actian como
filtradores cruciales contribuyendo a la purificacién de las aguas costeras, ademas, representan
un eslabon esencial en la cadena alimentaria marina siendo una fuente significativa de alimento
para peces y crustaceos (Ares y col., 2020).En Ecuador, las ascidias invasoras se han convertido
en un problema ecoldgico y econdmico, estas especies que no son originarias del pais se
introdujeron accidentalmente por la navegacion maritima y se han extendido rapidamente por las
costas de Ecuador y de las Islas Galapagos afectando a los ecosistemas marinos, ademas de
las actividades economicas relacionadas con el mar como la pesca y el cultivo de bivalvos
(Lambert, 2019). Algunos casos, estas ascidias se adhieren a las jaulas del cultivo, dificultando
la filtracion del agua y reduciendo la productividad de los cultivos y en otros casos la muerte de
los moluscos como lo indica la ingeniera Gabriela Agurto, investigadora experta en el estudio
taxondmico y ecologia de ascidias en Ecuador. El problema de las ascidias invasoras en Ecuador
es un desafio complejo que requiere una solucién integral, es importante investigar formas de
aprovechar las ascidias invasoras lo que podria contribuir a mitigar los impactos negativos de
estas especies.

La utilizacién de ascidias invasoras en la produccion de alimentos emerge como una
propuesta multifacética sugerida por diversos autores, buscando aprovechar estos organismos
para contrarrestar los impactos negativos de su presencia en el medio ambiente, ademas de
ofrecer una solucién ambiental, la produccion de alimentos basada en ascidias invasoras podria

ser una fuente potencial de beneficios econdémicos para Ecuador.



Las ascidias son conocidas por su contenido proteico, que puede ser significativo en
algunas especies, estas proteinas pueden ser objeto de interés en investigaciones relacionadas
con la alimentacién y la nutricion como la formulacién de alimentos enriquecidos (Chun-yan y
col., 2007). La idea de elaborar barras nutricionales con la inclusién de ascidias es una solucion
innovadora, practica y factible para abordar el problema de estas invasiones en las costas de
Ecuador, que representarian una fuente rica en proteinas, complementada con nutrientes

esenciales.

1.2 Descripcion del problema

Las ascidias coloniales se adhieren a los sustratos bentonicos, especialmente a la tinica
de otras ascidias adultas lo que puede causar graves dafios a los ecosistemas marinos. También
se pueden encontrar en rocas, troncos, conchas de otros organismos y cualquier otro sustrato
duro del intermareal o submareal, ademas, pueden competir con las especies nativas por el
alimento y el espacio, lo que puede provocar su disminucién o incluso su extincion (Pérez y col.,
2017).

Las ascidias son organismos benténicos, con capacidad de fijacion que les permite
desplazarse involuntariamente, esta particularidad plantea desafios ecoldgicos al afectar la
diversidad de especies nativas en la costa ecuatoriana e Islas Galapagos, generando
consecuencias perjudiciales en actividades como la pesca y la cria de ciertas especies marinas
con valor comercial. Los tunicados se adhieren a las jaulas de las lineas de cultivo de bivalvos
(moluscos), cubriéndolos y obstaculizando la filtracion de agua, lo que causa la mortalidad por
falta de alimentacion. No solo afectan a los bivalvos, sino que también recubren diversos
sustratos bentonicos retardando a su crecimiento. Las ascidias son tunicados altamente
propensas a colonizar nuevos entornos como especies invasoras, por lo que se han convertido
en una especie animal relevante que afecta al mar, ademas, compiten por oxigeno y nutrientes

con mariscos de consumo humano como los mejillones, ostras, entre otros (Gao y col., 2023).



1.3 Justificacion del problema

El presente proyecto integrador forma parte de la investigacion desarrollada en la
convocatoria Beneficio Colateral 2023, titulado "Aprovechamiento de ascidias solitarias invasivas
en cultivos de moluscos para aplicaciones biotecnolégicas y nutricionales”, el cual cuenta con la
participacion de la Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL) y la Universidad San
Francisco de Quito (USFQ).

Las ascidias, por lo general, tienen un alto valor nutricional debido a que son ricas en
proteinas y bajas en calorias. Algunas pueden contener diferentes vitaminas (C, E y B1) y
minerales (Na, Ca, Fe, P, K, Mg, Cu y Zn) (Marhamati y col., 2021). Segun el trabajo de Chun-
yany col. (2007) las ascidias son una fuente importante de proteinas con un contenido de 39.60%
de proteina cruda. Ademas, las ascidias son ricas en otros nutrientes, como los acidos grasos
omega-3, vitaminas y minerales (Chun-yan y col., 2007). A pesar de poseer un buen peffil
nutricional, la tasa de utilizacion de las ascidias es minima, practicamente todo es desechado
generando una carga ambiental adicional y un desperdicio de recursos (Lv y col., 2023).

En la actualidad, la demanda de alimentos nutritivos esta creciendo en todo el mundo, y
adoptar una dieta equilibrada es una forma adecuada para prevenir o aplacar problemas de salud
(Margues y col., 2015). La OMS (2004) también impulsa la creacién de productos alimenticios
innovadores que representen alternativas nutritivas para los consumidores. Las barritas nutritivas
enriguecidas responden a esta tendencia y han ganado popularidad como una opcién alimenticia
saludable y nutritiva debido a sus elevados niveles de proteina, que las convierte en una
alternativa beneficiosa para aquellos que buscan snacks saludables (Jiang y col.,, 2021).
Generalmente, las barritas nutritivas se preparan utilizando ingredientes como salvado de
cereales, avena, cebada entre otros ingredientes ricos en nutrientes, ademas pueden o no pasar

por un proceso de horneado. Es importante conocer las caracteristicas quimicas y nutricionales



de las barritas nutritivas por lo que comuinmente se les realizan analisis de contenido de
humedad, proteinas, cenizas totales, grasas y fibra dietética (Rawat y Darappa, 2015).

Por los motivos previamente expuestos, las ascidias representan una opcion atractiva
para la industria alimentaria por tal razon, en este trabajo se busca aprovechar el nivel de
nutrientes que poseen las ascidias, incorporandolas como un nuevo ingrediente en una barrita
de cereales, y permitiendo elevar la calidad nutricional de este producto muy apreciado a nivel
global. De esta manera, las ascidias que son desechadas en la actualidad puedan convertirse en
un valioso bio-ingrediente. Adicionalmente, la presente propuesta contribuye a la busqueda de
fuentes de proteinas alternativas necesarias para aminorar la crisis alimentaria y la desnutricion,

problema latente que se ha ido profundizando en los ultimos afios.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Incorporar ascidias con alto contenido de proteinas en una barrita de cereales elevando

su calidad nutricional.

1.4.2 Objetivos especificos

1. Determinar el nivel de proteinas de ascidias coloniales colectadas por CENAIM-ESPOL.

2. Aplicar la especie con el més alto nivel proteico como ingrediente en una barrita de
cereales mediante un disefio de experimentos.

3. Evaluar las propiedades fisicoquimicas de la barrita enriquecida con el nuevo
ingrediente.

4. Evaluar sensorialmente atributos de apariencia y textura de la barrita nutritiva mediante

una prueba hedobnica.



1.5 Marco tedrico

1.5.1 Generalidades de las ascidias

Las ascidias son una clase de organismos marinos pertenecientes al Phylum Chordata y
al Subphylum Urochordata, poseen todas las caracteristicas tipicas de los cordados, pero se
diferencian al carecer de una columna vertebral y en su lugar presentan una estructura llamada
notocorda durante sus fases larvales (Bastida y col., 2014). Disponen de un cuerpo gelatinoso y
una vida sésil, y se dividen en dos categorias principales: las solitarias, que viven de manera
aislada, y las coloniales, que forman grupos compactos (Endara, 2011).

En cuanto a su morfologia, puede estar dividida en dos secciones principales: la capa
externay los érganos internos. La capa externa, denominada tlnica, es un tejido de soporte que
preserva la forma del cuerpo y facilita la filtracion del agua de mar, ademas consta de alrededor
de un 60 % de celulosa (Gao y col., 2023). La ttnica puede variar en color y textura, y puede ser
transllcida o de tonalidades méas opacas (Gonzalez y col., 2021). Los érganos internos, cubiertos
por una envoltura, comprenden las génadas, la faringe, el corazon, el intestino, el estbmago y el
ano, los cuales tienen niveles altos de aminoacidos esenciales, minerales, acidos grasos, entre
otros (Gao y col., 2023). En la figura 1 se puede observar la morfologia de los dos tipos de
ascidias mencionadas anteriormente.

El proceso reproductivo de las ascidias es sexual, los huevos se generan en las génadas
y se liberan en el agua del mar, estos huevos fertilizados se transforman en larvas planctonicas
que, después de un periodo de desarrollo, se adhieren al sustrato para convertirse en ascidias

adultas (Endara, 2011).



Figura 1. Representacion esquemaética de una ascidia solitaria (izquierda) y colonial (derecha)
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Nota. La figura fue tomada de Vanni y col. (2022). Studying Regeneration in Ascidians: An

Historical https://doi.org/10.1007/978-1-0716-2172-1 2

1.5.2 Usos de las ascidias

Las ascidias se destacan por su elevado contenido nutricional, por ende, tienen potencial
para ser aprovechadas como alimento humano y animal. En Asia, Chile y algunos paises
mediterrdneos, comiunmente se consumen como productos frescos o secos (Gao y col., 2023).
También, las ascidias han sido utilizadas para realizar alimentos como tacos, debido a que no
tiene un sabor a marisco, lo que significa que puede imitar mas facilmente el sabor que prefieren
muchos consumidores de carne. Esto conlleva a que se podria realizar otros alimentos populares
con las ascidias como: hamburguesas, albondigas, lasafia, pizza u otros y lograr resultados
iguales o similares al que los consumidores estan acostumbrados (NCE Seafood Innovation,
2023).

Por otro lado, las ascidias se han estado explorando como fuente sostenible de proteinas
de alta calidad para reemplazar la harina de pescado, sirviendo como un componente nutritivo y

llamativo para diversos peces, como el salmon del Antartico. Ademas, otras investigaciones


https://doi.org/10.1007/978-1-0716-2172-1_2

anteriores recomiendan que las ascidias pueden servir como alimento para el filosoma de la

langosta (Gao y col., 2023).
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2.1 Metodologia

En el presente proyecto se planted determinar el nivel de proteinas de varias muestras
de ascidias coloniales colectadas por CENAIM-ESPOL; se plante6 un disefio experimental
factorial para formular barritas incorporando la especie de ascidia con el mas alto nivel proteico
en una barrita de cereales a base de avena. Se realiz6 analisis fisicoquimicos de proteinas,
grasas, humedad, pH y cenizas comparando estas propiedades de las barritas con adicién de
ascidia alta en proteinas con un control sin adicion de ascidias. El trabajo experimental concluy6
con una prueba sensorial para evaluar la aceptabilidad de la barrita de cereales enriquecida con

respecto a los atributos de apariencia y textura del control.

2.2 Traslado y almacenamiento de las ascidias

Las muestras de ascidias fueron colectadas por el Centro Nacional de Acuicultura e
Investigaciones Marinas (CENAIM) de la ESPOL, localizado en Manglaralto, en la provincia de
Santa Elena y fueron trasladadas hasta el laboratorio de Desarrollo y Procesamiento de
Alimentos de la carrera de Ingenieria en Alimentos, localizada en el Campus Gustavo Galindo en
la ciudad de Guayaquil. Cada muestra se encontraba congelada en forma de bloque en bolsas

plasticas transparentes y se almacenaron a -20 grados.

2.3 Preparacion de las muestras de ascidias para analisis de proteinas

Las muestras de ascidias que se encontraban congeladas se laminaron sin descongelar
utilizando una mandolina para obtener ldminas delgadas (figura 2).
Las laminas de ascidias se colocaron dentro de envases de vidrio y fueron sometidas a

un proceso de liofilizacion por 4 dias a una temperatura de -80 °C (figura 3).
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Figura 2. Ascidia laminada

Las muestras se dispusieron en frascos de vidrio acomodando en cada vial del equipo
dos frascos tapados con aluminio y parafilm con pequefios orificios en la parte superior para
permitir la eliminacién del agua contenida en las ascidias. Las muestras liofilizadas se

almacenaron envolviéndose en papel aluminio, dentro de bolsas de polietileno de baja densidad
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(LDPE) y se sellaron al vacio empleando una selladora al vacio. Por ultimo, se almacenaron en

un congelador a temperaturas que oscilaban entre -15°C y -20°C.

2.4 Acondicionamiento de las ascidias para integrarlas como ingrediente

Las ascidias seleccionadas por su mayor porcentaje de proteinas se laminaron en una
mandolina calibrada a 9 mm. Posteriormente, las laminas se desodorizaron para reducir el aroma
caracteristico a mar mediante inmersion directa en un recipiente donde se colocaron
aproximadamente 20 g de la muestra en una malla fina y se sumergieron en una mezcla
compuesta por 30% de agua y 70% hielo durante intervalos de 5 minutos, repitiendo este proceso
6 veces. Tras finalizar el proceso de desodorizacién, las laminas de ascidias desodorizadas se
colocaron sobre bandejas (figura 4) y se secaron por medio de aire caliente utilizando el secador
de bandejas a una temperatura de 50 °C durante un periodo 24 horas. Finalmente, la muestra
seca fue triturada en un mortero y se pulverizé en un molino manual de café para obtener un

polvo fino.

Figura 4. Laminas de ascidias desodorizadas colocadas en una bandeja

Nota. Elaboracion propia.
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2.5 Disefio experimental y formulacién de las barritas de cereales

La formulacion de la barrita se realiz6 considerando diferentes proporciones de
ingredientes distribuidas en dos fases bien diferenciadas. Los ingredientes sélidos-secos
constituyeron la fase sdlida (S) dispersa en la mezcla mientras que el jarabe correspondié a la
fase liquida (L). Las proporciones de la férmula base fueron elegidas tomando como guia el
trabajo desarrollado por Coello y col., 2022.

A continuacién, se detalla el disefio factorial con un total de 4 tratamientos para cada factor en
dos niveles de proporciones de 65/35 y de 55/45. Luego de esta experimentacion, se eligié uno

de los tratamientos para la formulacion de la barrita control, sin adicién de ascidias.

Tabla 1. Corridas experimentales del disefio factorial

Tratamientos
Ingredientes

T1 T2 T3 T4
Harina de avena 45% 35% 45% 35%
Arroz crocante 10.5% 15.5% 5.5% 10.5%
Mix semillas 6% 9% 3% 6%
Pasas 3.5% 5.5% 1.5% 3.5%
Jarabe 35% 35% 45% 45%

Nota. Elaboracién propia.

Una vez obtenida la formula de la barrita con 0% de ascidia alta en proteina, que
representa el control, se consideré cuatro alternativas de adicion de las ascidias a las barritas,
sustituyendo una parte del contenido de avena en la formulacion, tal como se detalla en la tabla

2.
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Tabla 2. Porcentaje de ingredientes en la formulacién de barrita de cereales con incorporacion
de ascidias

% Ingredientes

Relacion
Tratamientos Ascidias Harina Arroz Mix Pasas Jarabe
S/L
de avena crocante semillas

0% 45% 10.5% 6% 3.5% 35%
10% 35% 10.5% 6% 3.5% 35%

T1
15% 30% 10.5% 6% 3.5% 35%
20% 25% 10.5% 6% 3.5% 35%

65/35

0% 45% 15.5% 9% 5.5% 35%
10% 25% 15.5% 9% 5.5% 35%

T2
15% 20% 15.5% 9% 5.5% 35%
20% 15% 15.5% 9% 5.5% 35%

Nota. Elaboracién propia.

2.6 Proceso de obtencion de las barritas enriquecidas con ascidia alta en proteina

La elaboracion de las barritas se llevd a cabo en el laboratorio de Desarrollo y
Procesamiento de Alimentos de la carrera de Ingenieria en Alimentos de la Escuela Superior
Politécnica del Litoral. ElI proceso empieza con el pesado y dosificacion de los ingredientes
solidos. Entre estos ingredientes se utilizé: harina de avena, arroz crocante, mix de semillas y
pasas. Simultaneamente se pesaron los ingredientes azlcar y agua para la preparacion del
jarabe.

En este trabajo, el jarabe elaborado con panela y agua constituy6 la fase liquida (L). Para
elaborar el jarabe se definié hacerlo en una relacion 3:1 (panela: agua), se calent6é agua potable

a 40 °C y se incorporé poco a poco la panela de la marca Ta'Riko mientras se revolvia
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constantemente, hasta lograr que se disuelva completamente. Se dejo calentar en llama baja
durante 10 minutos hasta obtener un jarabe de aproximadamente 65 °Brix

A la vez se realizé la pre-mezcla de los ingredientes secos. El proceso se completa
finalmente con la mezcla de ambas fases, vertiendo los sélidos sobre el jarabe sin enfriar hasta
obtener una masa compacta si llegar a ser muy pegajosa. Posteriormente, esta mezcla se coloco
en moldes, se prens6 manualmente con la ayuda de una espétula, una vez que estuvieron bien
compactadas dentro del mismo molde fueron sometidas a un proceso de horneado a 120°C
durante 10 minutos con el objetivo de reducir la humedad de las barritas. Cada barrita, con un
peso aproximado de 30 g, fue envuelta en papel aluminio y almacenada a temperatura ambiente
para posteriormente realizarle los andlisis fisicoquimicos. En la figura 5 se presenta el diagrama

de flujo para la obtencién de las barritas.

Figura 5. Diagrama de flujo para la elaboracion de la barrita nutritiva enriquecida con ascidia

alta en proteina

Panela Materia seca Ascidias
Recepcidn de materia Pesado y N Recepcidon de materia
prima dosificacién prima
| 3 }
Pesado Mezclado Clasificacion
\
| : |
agua—» | Mezclado y calentado Moldeado Desodorizado
} . [
Horneado
Jarabe .
Laminado
h 4
Reposo |
Materia seca: harina de
avena, proteina de ascidia, y Secado
arroz crocante, mix de Enfriado
semillas y pasas. l l
Molienda
Empaquetado
Almacenado L Ascidia en polvo
Barritas

Nota. Elaboracién propia.
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2.7 Andlisis fisicoquimicos

2.7.1 Determinacion de proteinas

El andlisis del contenido de proteinas de las ascidias y de las barritas se realizé siguiendo
la metodologia NTE INEN 0519 la cual consta de tres etapas: digestion, destilacion y titulacion.
Para ello, se tomé 1 gramo de cada muestra, se envolvié en papel filtro y se introdujo en un tubo
Kjeldahl que contenia sulfato de cobre, sulfato de potasio y perlas de vidrio, por dltimo, se afiadié
acido sulfurico concentrado. La muestra en el tubo fue sometida a digestion en el equipo Kjeldahl,
incrementando progresivamente la temperatura hasta que la muestra se volvio clara. Se enfrié y
se destil6 utilizando un matraz Erlenmeyer con acido sulftrico al 0.1 N y el indicador rojo de
metilo, y se sometié a ebullicion. Después de su destilacion, se titul6 con hidréxido de sodio al
0.1 N, hasta observar el viraje de color rosado a amarillo. Se registra el volumen de soda caustica
empleada en el viraje. Con toda esta informacién se aplicé la siguiente ecuacion para el célculo
de proteina en masa seca:

(VlNl - VZNZ) - (V3N1 - V4-N2)
m(100 — H)

P = (14.0)(F)

Donde:

P= contenido de proteinas en porcentaje de masa.

V;= volumen de la solucién 0.1N H2S04, empleado para recoger el destilado de la muestra, en
cma3.

N;=normalidad de la solucién de acido sulfurico.

V,= volumen de la solucion 0.1N de NaOH, empleado en la titulacion, en cm3.

N,= normalidad de la solucién de NaOH.

V3= volumen de la solucién 0.1N H2S04, empleado para recoger el destilado del ensayo en
blanco, en cm3.

V,= volumen de la solucion 0.1 N NaOH, empleado en la titulacion del ensayo en blanco, en cm3.
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m= masa de la muestra en g.
H= porcentaje de humedad en la muestra

F= factor para convertir el nitrégeno a proteinas. (F=6.25)

2.7.2 Determinacion de grasas

El contenido de grasas de las barritas fue realizado siguiendo la metodologia NTE INEN
0523, donde se tom6 2 g de la muestra, la cual se envolvio en papel filtro, se colocd en un dedal
y luego se introdujo en el extractor Soxhlet, al cual se le afiadié hexano. La extraccion se realizd
durante 4 horas, luego de la extraccion se recuper6 el disolvente por destilacién en el mismo
sistema. Finalmente, el balén que contenia la grasa se colocé en la estufa durante 30 minutos
para terminar de evaporar el hexano, se dejo enfriar y se peso el balén con la grasa. Se aplico la
siguiente ecuacién para el calculo del contenido de grasas:

m, —m
G:Mxmo
m

Donde:

G = contenido de grasa, en porcentaje de masa.
m = masa de la muestra, en g.

m1 = masa del balén vacio, en g.

m2 = masa del balén con grasa, en g

2.7.3 Determinacion de cenizas totales

El contenido de cenizas totales de las barritas fue realizado siguiendo la metodologia NTE
INEN 0520, que se basa en la incineracion de la materia organica de la muestra. Se tom6 5 g de
la muestra y se coloc6 en un crisol de porcelana, el crisol se introdujo en la mufla a una
temperatura de 550 °C durante 4 horas hasta lograr la obtencion de cenizas con un tono gris
claro. Finalmente, se retir6 el crisol de la mufla, se dejo enfriar y se peso el crisol con la ceniza.

Se aplicé la siguiente ecuacién para el calculo del contenido de cenizas:
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Donde:

C = contenido de cenizas en la muestra, en porcentaje de masa.

m = masa del crisol vacio, en gramos.

m1 = masa del crisol con la muestra (antes de la incineracion), en g

m2 = masa del crisol con las cenizas, (luego de la incineracion), en g.

2.7.4 Determinacion del contenido de humedad

El contenido de humedad de las barritas fue realizado utilizando una balanza de humedad
termogravimétrica de la marca Kern modelo Mlb 50-3, donde se colocé 2 g de la muestra en el
equipo. Se registro la humedad que mostré la pantalla del equipo, basandose en la pérdida de

peso que sufrié la muestra por calentamiento.

2.7.5 Determinacion del pH

La determinacion del pH de las barritas fue realizada utilizando un pHmetro Oakton
modelo 3561344, el cual fue previamente calibrado con soluciones buffer 4.0, 7.0 y 10.0, para

obtener una lectura con mayor precision.

2.8 Evaluacion sensorial de las barritas

Una vez obtenida la formulacion final para elaborar las barritas, se hizo una prueba de
aceptaciéon global empleando una escala heddénica de 5 puntos y ademas una prueba de
preferencia. Esta evaluacion se desarroll6 en el Laboratorio de Evaluacion Sensorial de la carrera
de Ingenieria en Alimentos de ESPOL.

El panel cont6 con 13 jueces no entrenados, pero con cierto conocimiento en analisis
sensorial, con edades entre los 18 a 30 afios. Se presentaron a los jueces dos barritas (control y

barrita enriquecida) en platos de plastico blanco donde se colocaron 15 g de cada muestra. Los
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panelistas evaluaron la aceptabilidad y la preferencia, con respecto a la textura y apariencia,
utilizando la hoja de evaluacion (Apéndice B) proporcionada.

Los resultados de la prueba de aceptacion fueron analizados estadisticamente utilizando
la prueba t de Student, dado que se comparan Unicamente dos muestras, con el objetivo de
determinar si existen diferencias significativas entre las muestras con un nivel de confianza del
95%. Para ello, se compararon las medias de las puntuaciones otorgadas por cada juez a cada

una de las muestras.
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3.1 Resultados y andlisis

3.1.1 Contenido de proteinas de las ascidias

En la tabla 3 se puede visualizar los porcentajes promedio de proteinas de las 7 muestras
de ascidias, en donde se obtuvo que la ascidia con mayor valor proteico fue la ascidia 3 (ASC-
003) seguida de la ascidia 7 (ASC-009), ambas con porcentajes mayor al 30%. Este hallazgo se
alinea con el estudio que realizé Chun-yan y col. (2007) en la Universidad de Pesca de Dalian en
China donde se determiné un 39.60% de proteina en ascidias mediante Cromatografia Liquida
de Alta Eficiencia (HPLC). Ademas, Hassanzadeh (2011) determiné el contenido de proteinas
de dos especies de ascidias por diferentes tratamientos con acidos y alcalis obteniendo como
resultado en una de las especies un contenido de proteina de hasta 32.6%, mientras que la otra
especie alcanza hasta un 29.1%. Sin embargo, Ananthan y col. (2012) también determinaron el
contenido de proteinas de diferentes especies de ascidias mediante el método de Biuret

obteniendo un contenido que variaba del 3.8% al 20,01%.

Tabla 3. Porcentaje promedio de proteina obtenido para cada muestra de ascidia

N° Cadigo Proteina (%)
1 ASC-001 14.76

2 ASC-002 29.80

3 ASC-003 35.94

4 ASC-004 13.85

5 ASC-005 9.25

6 ASC-006 23.48

7 ASC-009 33.67

Nota. Elaboracién propia.
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3.1.2 Formulacion final de las barritas

Después de llevar a cabo la experimentacion con los cuatro tratamientos obtenidos del
disefo factorial, se selecciond el tratamiento dos, que contenia una proporcién de sélido/liquido
de 65/35 y un porcentaje de harina de avena de 35%. Esta eleccion se hizo considerando que
estos parametros permitieron lograr la textura caracteristica de una barrita tradicional. Ademas,
Coello y col. (2022) observé que la formulacion de una barrita que contenia una proporcion de
fase sélido/liguido de 65/35 presentaba una mejor consistencia en comparacion con otra
proporcion con una fase sélida mayor.

El porcentaje de sustitucion de harina de avena por proteina de ascidia seleccionado fue
del 10% que en 100 g fue de 3.5 g, principalmente debido a la limitada disponibilidad de ascidias.
No obstante, productos como las barritas proteicas de la marca Your Goal distribuidas en Canada
incorporan proteinas marinas provenientes de pescados como salmén, atin o bacalao aportando
un contenido de 36 g de proteina por cada 100 g.

Este reemplazo tuvo la finalidad de mejorar el valor nutricional de la barra, y a la vez,
disminuir la cantidad de avena empleada como principal ingrediente de las barritas, que tiende a
ser mas costoso.

Las formulaciones empleadas para la elaboracion de la barrita control y la barrita
enriquecida con ascidia alta en proteina se detallan en la tabla 4. Ademas, se estimé que con

100 g de materia prima es posible obtener 3 barritas de aproximadamente 30 g.

Tabla 4. Formulacion final de las barritas

Ingrediente Barrita control Barrita enriquecida
Harina de avena 35% 25%
Ascidia alta en proteina 0% 10%

Arroz crocante 15.5% 15.5%
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Mix semillas 9% 9%
Pasas 5.5% 5.5%
Jarabe 35% 35%

Nota. Elaboracién propia.

3.1.3 Resultados de los analisis fisicoquimicos

Los resultados de los andlisis fisicoquimicos de la ascidia con mayor valor proteico (ASC-
003) se detallan en la Tabla 5, evidenciando un contenido de grasa del 6.82%, de cenizas de
12.16%, de humedad de 6.66% Yy un valor de pH de 4.61.

El porcentaje de grasa concuerda con el estudio previamente mencionado de Chun-yan
y col (2007), que informd un 6.53% de grasas para la ascidia Halocynthia roretzi. Sin embargo,
Marques y col. (2022) también informaron la identificacion del contenido de grasas en ascidias la
cual variaba desde 0.06% hasta 44% de acidos grasos totales, registrandose persistentemente
acido palmitico, acido esteéarico, acido araquidénico, acido docosahexaenoico y acido
eicosapentaenoico.

Con respecto al porcentaje de cenizas, se observa una discrepancia en comparacién con
otras investigaciones. Ananthan y col. (2012) observaron que el contenido de cenizas en
diferentes especies de ascidias varié entre 0.14% y 1.56%. Y Zlatanos y col. (2009) determinaron
el contenido de cenizas de la ascidia Microcosmus sulcatus obteniendo un porcentaje del 7.5%.

En relacion con el pH, nuestros hallazgos no coinciden con los estudios llevados a cabo
por Kim y col. (2013), quienes realizaron la caracterizaciéon de la ascidia Halocynthia roretzi
sikhae, obteniendo un pH de 6.5. En nuestro estudio se registr6 un pH de 4.61 mostrando una
variacion significativa con respecto a los resultados previamente reportados por Kim y su equipo.

La barrita enriquecida con proteina de ascidia (BASC-003) también fue sometida a
andlisis fisicoquimicos, en conjunto con la barrita control (CONTROL) con la finalidad de observar

el efecto que se obtuvo al reemplazar la harina de avena por la de ascidia alta en proteina.
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Como se puede observar en la tabla 5 el contenido de proteina de la barrita enriquecida BASC-

003 de 8.19%, fue ligeramente superior al del control con un valor de 8.05%.

Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas de la barrita enriquecida con ascidia alta en proteina y el
control

Muestra Proteina (%) Grasa (%) Humedad (%) Cenizas (%) pH

ASC-003 35.94 6.82 6.66 12.16 4.61
CONTROL 8.05 4.66 8.62 2.44 5.19
BASC-003 8.19 5.16 8.96 2.18 5.80

Nota. Elaboracién propia.

Este resultado demuestra que la inclusion del 10% de ascidia rica en proteinas en la
barrita aporta un nivel de proteina practicamente equivalente al proporcionado por la avena en
la barrita de control. En consecuencia, la ascidia se revela como una fuente de proteina
alternativa viable, especialmente al considerar la aplicacion de porcentajes mas altos como se
sugirié previamente con opciones del 15% o 20%. En el escenario de una sustitucion del 15%,
se observaria un aumento del 12.28% en el contenido de proteina, mientras que con una
sustitucion del 20%, este aumento se elevaria a un 16.38% como se puede observar en la Tabla
6. Sin embargo, es fundamental tener en cuenta que estas sustituciones podrian influir en
atributos sensoriales clave, como color, sabor y textura ya que la funcién tecnolégica de las
proteinas afectar directamente a este factor, lo cual podria afectar la aceptacién del consumidor
y la calidad general del producto. Ademds, existe la posibilidad de que el aumento en la
concentracion de proteina de ascidia esté asociado con un mayor contenido de metales pesados
u otros componentes contaminantes presentes en el entorno marino, como el vanadio, lo que
podria tener implicaciones directas para la salud humana. Por lo tanto, se enfatiza la necesidad

de realizar analisis toxicologicos exhaustivos antes de llevar a cabo sustituciones significativas,
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asegurando asi que las modificaciones en la composicion de la barrita no comprometan

principalmente la seguridad alimentaria ni la salud de los consumidores.

Tabla 6. Contenido de proteina estimado con una sustitucién de 15% y 20%

Sustitucion de harina de avena por ascidia Porcentaje de Proteina en la
alta en proteina en la barrita (%) barrita (%)
0 8.05
10 8.19
15 12.28
20 16.38

Nota. Elaboracién propia.

Con respecto al porcentaje de grasas, la muestra BASC-003 registré un porcentaje del
5.16%, mientras que el control presentd un total de 4.66%, el incremento de las grasas en la
muestra BASC-003 se debe a la incorporacion de la ascidia la cual segun Gao y col. (2023) es
una buena fuente de acidos grasos tanto saturados como acido palmitico y el acido estearico,
también &cidos grasos insaturados como oleico, linoleico y linolénico.

La humedad que presento la barrita BASC-003 fue de 8.96%, mientras que la del control
fue de 8.62%, estos valores se encuentran dentro del rango estipulado en la norma INEN 2595:
Granolas. Requisitos, donde el valor maximo de humedad permitido en estos productos es del

10%.

3.1.4 Evaluacién sensorial

Los resultados de la prueba sensorial (Apéndice C) informaron el nivel de aceptabilidad

de la barrita control y la barrita enriquecida con ascidia, tal como se ilustré en la figura 6.
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Figura 6. Aceptabilidad de la barrita de cereal enriquecida con ascidia alta en proteina
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Nota. Elaboracién propia.

Estos resultados indicaron que el 53,84% de los panelistas mostraron un alto grado de
aceptabilidad hacia la barrita enriquecida con ascidia ya que evaluaron a la barrita con “Me gusta
mucho” y “Me gusta moderadamente” con respecto a atributos de textura, olor, color y apariencia
en general. Algunos de los comentarios de los panelistas fueron “me gusta mucho el aroma de
la muestra 987, lo que nos indicé que se logré6 enmascar el olor caracteristico a mar de las
ascidias, “la muestra 345 se desmorona mas facil” y “el sabor podria ser un diferencial para
elegir’, refiriéndose a que el atributo sabor puede ser un factor clave al momento de tomar una
decision.

No se evalud el atributo sabor dado que la ascidia usada para elaborar la barrita
enriquecida no contaba con los analisis toxicol6gicos correspondientes que aseguren su ingesta
segura. Gran parte de las ascidias acumulan metales pesados y poseen altos niveles de
acumulacion de toxina PSP, la cual se puede mantener durante un tiempo prolongado (Roje y
Ujevi¢, 2014). Sin embargo, las ascidias utilizadas para este estudio se colectaron en lineas

ubicadas en zonas de cultivos de otras especies cosechadas por CENAIM.
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Los resultados de la prueba hedonica fueron sometidos a un andlisis estadistico mediante
la prueba t de Student. El valor p obtenido fue de 0.344, superando al nivel de significancia
establecido en 0.05. Por lo tanto, se concluyd que no existen diferencias significativas entre la
barrita control y la barrita enriquecida con ascidia, con un nivel de confianza del 95%.

En la figura 7 se presenta el porcentaje de panelistas que mostraron preferencia por cada
una de las muestras. Se evidencié que la barrita enriquecida con proteina de ascidia tuvo un
mayor porcentaje de preferencia (53.85%) en comparacion con la barrita control.

Figura 7. Preferencia entre la barrita control y la barrita enriquecida con ascidia alta en proteina

Prueba de preferencia

% Preferencia
w
o

10

Bcontrol

Muestras

Nota. Elaboracién propia.

3.1.5 Andlisis de Costos

El detalle del analisis de costos se muestra en el Apéndice D. Después de analizar los
costos fijos y variables y considerando una produccion mensual de 120000 unidades, se
determiné que el precio de venta al publico estimado es de $0.5814 por cada 30 g del producto,
manteniendo un margen de ganancia del 30%. Considerando que, la barrita enriquecida con
ascidia tiene un valor notable de proteina y que las barritas comerciales tienen un precio igual o

mayor, se puede suponer que el valor de $0.5814 es aceptable.
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Ademas, se estima que la inversién total en equipos sera de $36.953,39, los mismos que
van a contribuir en el desarrollo de las barritas. El punto de equilibrio que se calcul6 fue de 38813
unidades, tomando en consideracién que los costos fijos estimados fueron de $ 5.207,945 y el
costo unitario de produccion de $ 0,4473. La representacion grafica del punto de equilibrio se

muestra en la figura 8.

Figura 8. Punto de equilibrio
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Nota. Elaboracién propia.
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4.1 Conclusiones y recomendaciones

4.1.1 Conclusiones

En esta investigacion, se han logrado los objetivos especificos propuestos, dando
valiosos aportes a los recientes estudios explorados por ESPOL sobre las ascidias.

- Las ascidias coloniales analizadas, recolectadas por CENAIM-ESPOL, tienen niveles de
proteinas en rangos desde ~12% hasta ~32%.

- Dos de las especies identificadas tienen contenido proteico superiores al 30%. Este
descubrimiento sienta las bases para la exploracién de nuevas fuentes proteicas con
potencial aplicacion en la formulacion de productos alimenticios.

- La aplicacion de un disefio experimental permitio la formulacion de barritas a base de
avena y otros cereales, adicionando 10% de la ascidia alta en proteina a la formulacién
base. Con esta incorporacion se observé una mejora de las propiedades organolépticas,
texturales y nutricionales de la barrita final, por lo que se abre la puerta a oportunidades
en innovaciones en la produccién de alimentos enriquecidos de manera sostenible y
saludable.

- Se observo un ligero incremento de proteinas, grasas, humedad, cenizas y pH en la
barrita con adicién de 10% de ascidia alta en proteinas en comparaciéon con la barrita
control, teniendo un impacto positivo en la mejora de la calidad del producto final.

- En la prueba hedodnica de la barrita enriquecida con ascidias, el 8% de los panelistas
seleccionaron “Me gusta mucho”, el 46% “Me gusta moderadamente”, asimismo, 46%
restante escogio “Ni me gusta ni me disgusta”. En la misma prueba, el 46,15% de los
panelistas evaluo la barrita control con “Me gusta moderadamente”, el 46,15% “Ni me
gusta ni me disgusta” y el 8% escogié me disgusta mucho. Por otro lado, el 54% de los
panelistas prefirieron la barrita enriquecida con ascidias, mientras que, el 46% la barrita

control.
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En suma, los hallazgos de esta investigacion respaldan la viabilidad y el potencial de las
ascidias para el desarrollo de barritas de cereales como una alternativa nutricionalmente
mejorada y sensorialmente aceptable en el competitivo mercado alimentario. Este enfoque
innovador no solo responde a la creciente demanda de productos saludables y funcionales, sino
gue también abre perspectivas prometedoras para la incorporacion de recursos marinos en la
formulacion de alimentos enriquecidos.

En resumen, los objetivos especificos alcanzados en esta investigacién convergen de
manera exitosa para cumplir con el objetivo principal de incorporar ascidias con alto contenido
proteico en una barrita de cereales, elevando asi su calidad nutricional. La seleccién de la
muestra adecuada, la formulacién experimental, y las evaluaciones fisicoquimicas y sensoriales
respaldan la mejora significativa del producto final y este estudio no solo avanza en la integracion
de recursos marinos en la industria alimentaria, sino también destaca el potencial de las ascidias

como valiosa fuente proteica sostenible.

4.1.2 Recomendaciones

- Se recomienda la incorporacién de ascidias en otros productos como sticks de carne o
condimentos, por la creciente demanda de consumidores que buscan sabores auténticos
y experiencias gastronémicas innovadoras. También, se podrian incluir en suplementos
alimenticios y asi obtener una formulacién con perfiles nutricionales mejorados aportando
nutrientes esenciales de manera efectiva.

- Para futuras investigaciones, se recomienda la realizacion de analisis toxicol6gicos
exhaustivos como una prioridad para garantizar la seguridad de los productos derivados
de ascidias. Asimismo, la determinacion de la vida Util de las barritas enriquecidas con
ascidias es esencial para asegurar la calidad y aceptabilidad en el tiempo, considerando

las caracteristicas Unicas de estos ingredientes.
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- La ampliacion de las evaluaciones sensoriales con un mayor numero de panelistas
proporcionara resultados mas representativos, permitiendo una comprension mas

profunda del perfil sensorial y optimizando asi la satisfaccion del consumidor.
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Apéndice A
Datos Brutos

Datos brutos de pH de las barritas

Cddigos R1 R2 R3 Mean
ASC-003 4.61 4.63 4.60 4.61
BASC-003 5.86 5.71 5.84 5.80
CONTROL 5.15 5.13 5.27 5.19

Datos brutos de humedad de las barritas

Cddigos R1 R2 R3 Mean
ASC-003 6.27 7.33 6.38 6.66
BASC-003 8.97 9.42 8.49 8.96
CONTROL 8.83 9.35 7.68 8.62

Datos brutos de cenizas de las barritas

Cadigos R1 R2 R3 Mean

ASC-003 12.22 12.06 12.19 12.16
BASC-003 2.44 2.43 2.45 2.44
CONTROL 2.20 2.14 2.18 2.18

39



40

Apéndice B

Hoja de evaluacién para la prueba de aceptacion

Hoja de evaluacion

Nombre y Apellidos: Fecha:

Producto: Barrita nutritiva enriquecida con proteina de ascidias
Instrucciones:

Por favor evalle la apariencia, color, olor y textura de cada muestra. Evalle las muestras en
el orden entregado, de izquierda a derecha. Indique el nivel de agrado marcando con un “X”
en el reglén que corresponda a la calificacién de la muestra.

iNO PRUEBE LAS MUESTRAS!

MUESTRAS

345 987
ESCALA

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente

No me gusta ni me disgusta

Me disgusta moderadamente

Me disgusta mucho

¢,Cual muestra prefiere?

345 987

COMENTARIQOS:

iMuchas gracias!

Fuente: Elaboracion propia.
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Resultados de |la evaluacién sensorial
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Puntaje escala hedonica

Preferencia
NG de de 5 puntos _
anelista Barrita Barrita Barrita Barrita Comentarios
P Control  Enriquecida  Control  Enriquecida
(345) (987) (345) (987)
1 4 3 X
2 3 3 X
3 4 3 X
4 4 3 X El sabor podria un factor
fundamental para elegir
5 1 4 X
6 4 3 X
La muestra 345 se desmorona
7 3 4 X mas facil sin embargo tiene un
color mas apetecible
8 3 4 X
9 3 4 X Me gusta mucho el aroma de
la 987
10 3 4 X
11 4 5 X Me parece mas suave la 987
12 4 3 X
13 4 5 X
Total 44 48 6 7

Fuente: Elaboracion propia.
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Costos
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Detalle de estimacion de costos de materia prima y material de empaque

Materia prima y Unidad Cantidad Costo Unitario Costo por Costo mensual

material de empaque batch

Ascidias kg 5,2 $6,30 $ 32,76 $ 655,20
Jarabe kg 70 $4,20 $ 294,00 $ 5.880,00
Harina de avena kg 46,8 $ 14,50 $ 678,60 $ 13.572,00
Mix semillas kg 26 $1,91 $ 49,66 $ 993,20
Arroz crocante kg 39 $9,40 $ 366,60 $ 7.332,00
Pasas kg 13 $8,33 $ 108,29 $2.165,80
Cajas de cartén unidad 1000 $ 0,66 $ 660,00 $ 13.200,00
Empaque unidad 8000 $0,03 $ 208,00 $ 4.160,00
Total $ 47.958,20

Detalle de estimacion de costos de mano de obra directa

Trabajador Cantidad Costo unitario Costo mensual
Jefe de planta 1 $ 800,00 $ 800,00
Personal operativo 8 $ 450,00 $ 3.600,000

Total $ 4.400,000
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Detalle de estimacion de costos de activos

Costo Vida Depreciacion Depreciacion
Equipo Cantidad o Costo total atil P P
unitario ~ anual mensual
(afios)
Balanza 1 $ 60,02 $ 60,02 8 $ 6,00 $ 0,50
Horno 1 $7.173,41 $7.173,41 10 $717,34 $ 59,78
Carrito y
2 $ 474,62 $ 949,24 12 $94,92 $7,91
bandejas
Mezcladora 1 $3.496,30 $3.496,30 10 $ 349,63 $29,14
Envasadora 1 $8.620,00 $8.620,00 10 $ 862,00 $71,83
Moldeadora
1 $9.000,00 $9.000,00 10 $ 900,00 $ 75,00
y cortadora
Mesas de
acero 2 $ 442,21 $ 884,42 12 $ 88,44 $7,37
inoxidable
Total $ 30.183,39 $3.018,34 $ 251,53

Detalle de estimacion de costos fijos

. Costo

Servicios
mensual
Energia eléctrica $300,00
Agua $100,00
Teléfono $25,00
Internet $40,00
Limpieza y desinfeccién $40,00

Total $505,00




Precio de venta al publico estimado

Produccion 120000 unidades
Costo total de produccion $53.671,14
Costo unitario de produccién $0,4473
Porcentaje de utilidad 30%

Precio de venta unitario $0,5814
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