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Resumen: La pesqueria de Pota en Per( es la segunda méas importante después de la pesqueria de anchoveta.
Durante su proceso de fabricacion, solo se utiliza entre el 50% y el 60% del total de la Pota, por lo que los
residuos podrian emplearse para desarrollar alimentos funcionales. La cafiihua (Chenopodium pallidicaule
Aellen) es un pseudocereal andino de las zonas altas andinas de Perd, caracterizado por su alto valor nutricional.
Este trabajo tuvo como objetivo desarrollar snacks extruidos enriquecidos con proteina hidrolizada de residuos
de Pota (PHRP), debido a su alto contenido proteico, bajo costo y amplia disponibilidad. Se desarrollaron cuatro
snacks extruidos con harina de maiz (55%), harina de arroz (20% a 30%) y harina de cafiihua (15%)
enriquecidos con PHRP (4% a 10%) utilizando un extrusor de doble tornillo. Los snacks extruidos se
caracterizaron por sus propiedades fisicas (densidad, indice de expansion, indice de absorcidn de agua) y vida
atil. La adicion de PHRP incrementd el contenido de proteina (11.20% a 15.39%); minerales (1.40% a 1.66%),
grasa (1.10% a 1.18%) y el contenido de humedad (4.46% a 5.81%); en comparacion con la muestra de control.
Ademas, los snacks extruidos mostraron una alta concentracion de compuestos fendlicos, (5633 pg GAE/g de
snack a 7315 ug GAE/g de snack), actividad antioxidante, (698 mg trolox/g de snack a 1274 mg trolox/g de
snack), digestibilidad proteica in vitro, (72.58% a 74.40%), bajo indice de acidez (0.095 mg KOH/g de snack
a 0.105 mg KOH/g de snack) y de perdxidos (0.00 meq O2/kg de shack a 0.063 meq Oz/kg de snack),
respectivamente. Los shacks fueron aceptados por el panel de evaluadores, cumplieron con la NTP-209.226 y
los requisitos microbioldgicos. Por lo tanto, estos snacks pueden ser una alternativa de un producto mas
saludable y satisfacer las tendencias del mercado.

Palabras Clave: Pota, cafiihua, snack extruido, proteina hidrolizada, antioxidantes.

Abstract: The jumbo squid fishery in Peru is the second most important after the anchovy fishery. During its
manufacturing process, only 50% to 60% of the total jumbo squid is used, thereby, the residues could be used
to develop functional foods. Canihua (Chenopodium pallidicaule Aellen) is an Andean pseudocereal from the
highlands of Peru characterized by its high nutritional value. This work aimed to develop extruded snacks with
protein hydrolysed (PH) from jumbo squid by-product (JSBP) due to its high protein content, low price, and
high availability. Four extruded snacks with corn flour (55%), rice flour (20% to 30%) and caiiihua flour (15%)
were enriched with PH from JSBP (4% to 10%) and developed using a twin-screw extruder. The extruded
snacks were characterized by their physical properties (density, expansion ratio, water absorption index) and
shelf life. The addition of PH from JSBP increased the protein content from 11.20% to 15.39%; ash content
from 1.40% to 1.66% and fat content ranged from 1.10% to 1.18% compared to the control sample, the moisture
content was from 4.46% to 5.81%. Also, the extruded snacks showed high phenolic concentration, 5633 ug
GAE/g snack to 7315 pg GAE/g snack, high antioxidant activity, 698 mg trolox/g snack to 1274 mg trolox/g
snack, high in vitro protein digestibility, 72.58% to 74.40%, and low acid index (0.095 mg KOH/g snack to
0.105 mg KOH/g snack) and peroxide index (0.00 meq O./kg snack to 0.063 meq O/kg snack), respectively.
The snacks were accepted by the panel evaluators, complied with the Peruvian standard NTP-209.226 and
microbiological requirements. Therefore, these snacks can be a healthier alternative product and satisfy market
trends.

Keywords: Jumbo squid; cafiihua; extruded snack; protein hydrolysate; antioxidants.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La pota (Dosidicus gigas) es un recurso de valioso interés en el Per(. Segun Gutiérrez Flores et al. (2021), el
calamar gigante o pota, Dosidicus gigas (D’Orbigny), es un cefalépodo con gran relevancia comercial y
nutricional por su alto contenido proteico y bajo contenido de grasa. La pesqueria del calamar gigante en el
Per( es la segunda méas importante después de la anchoveta, en términos de volumen, asi como en ingresos de
divisas. Entre los afios 2010 y 2019, el desembarque promedio ha sido de casi 430 000 Tm anuales, llegando a
un maximo de 556 000 en 2014 (Produce, 2020). Ademas, el Perld ha producido mas del 50% de los
desembargques mundiales de este recurso; sin embargo, en las Gltimas temporadas, este porcentaje ha ido
disminuyendo (FAO, 2020; Rovegno, 2021).

La pota tiene muchos compuestos de interés, entre ellos se encuentra el contenido de proteina (10-13%) en
la materia prima fresca (Gutiérrez Flores et al., 2021; Pariona-Velarde & Barriga-Sanchez, 2022). Carranco-
Jauregui et al. (2020) reportaron que la proteina de pota contiene todos los aminoacidos esenciales necesarios
para el consumo del ser humano, destacando la leucina (6,56 + 0,02 g/100 g proteina), lisina (10,16 + 0,03g/
100 g proteina), isoleucina (4,26 + 0,01 g/100 g proteina), entre otros.

Durante el procesamiento, solo se aprovecha el 50% o 60% del total de la pota, el resto son residuos que
podrian ser aprovechados para transformarlos en bioactivos funcionales con alto valor agregado como
concentrados proteicos, gelatina, coladgeno, quitina, proteasas, entre otros (Ezquerra-Brauer & Aubourg, 2
2019). Por lo general, estos residuos se eliminan o se destinan para la produccion de harina para consumo
animal (Loo-Kung Baffigo et al., 2021). La gran cantidad de residuos generados durante el procesamiento
industrial de la pota requiere de una revolucion verde, amigable con el medio ambiente, rentable y con una baja
huella ecol6gica (Mutalipassi et al, 2021). A través de procesos quimicos, tecnologias enzimaticas y procesos
de fermentacién, secado y modificaciones quimicas, se pueden obtener alimentos funcionales con propiedades
antioxidantes, antimicrobianas, anticancerigenas, antihipertensivas, antidiabéticas y con efectos
anticoagulantes (Ezquerra-Brauer & Aubourg, 2019).

Los snhacks extruidos son uno de los alimentos méas populares entre los consumidores de todas las edades,
especialmente entre los nifios, sin embargo, muchos de ellos presentan un alto contenido de sal, grasa y azUcar,
bajos en proteinas, antioxidantes, aminoacidos esenciales, vitaminas, minerales, fibra dietética, y otros
compuestos bioactivos funcionales (Pariona-Velarde & Barriga-Sanchez, 2022, Renoldi et al., 2020).

La tendencia mundial hacia una dieta mas saludable cada vez se esta incrementando en todos los niveles de
la sociedad, cultura y educacion, y se esta expandiendo entre nacionalidades (Popkin et al., 2021). La oferta de
alimentos que satisfacen este tipo de demandas de los consumidores estd cambiando para satisfacer estas
necesidades del mercado. En este sentido, los snacks (especialmente los extruidos) se han convertido en una
parte importante de la dieta de los consumidores, siendo una excelente matriz alimentaria para incorporar al
organismo bioactivos con propiedades funcionales que ayuden a mejorar la salud del consumidor (Félix-
Medina et al., 2020).

En nuestro pais existen normas técnicas para el procesamiento y etiquetado de snacks, pero falta actualizar
las normas por los Comités Técnicos de Normalizacion. La Gltima revision de la Norma Técnica Peruana NTP
209.226:1984 para snacks, fue en el 2016. En esta Norma Técnica ademas de los requisitos organolépticos
(color, olor, textura y sabor), solo se exigen como caracteristicas fisicoquimicas la humedad, cenizas totales,
indice de peroxido e indice de acidez.

Existe un avance significativo en la modificacion de extrusoras para el procesamiento de alimentos. Las
tecnologias novedosas incluyen extrusion de fusion en caliente, extrusion asistida por fluido supercritico e
impresion 3D, proceso de alta temperatura y corto tiempo; con estudios sobre pardmetros de extrusion
(temperatura, humedad, tiempo, velocidad del tornillo, presién, etc.), composicién de la materia prima y




conservacion de la calidad del extruido en términos de nutricion, propiedades funcionales y tiempo de vida
(Prabha et al, 2021).

Se ha desarrollado una barra nutritiva a partir de la mezcla extruida de maiz, arroz, kiwicha y concentrado
de proteina del manto de la pota, obteniéndose una elevada aceptabilidad (93,3%) con ausencia de olor y sabor
a pota para nifios de 3 a 10 afios, digestibilidad proteica alta (90,53%) y un indice de gelatinizacion del almidon
del 95,4% (Roldan Acero et al., 2022). Roldan Acero et al. (2021), desarroll6 un snack extruido con una mezcla
de harinas de cereales (cebada, maiz y arroz) harina de arveja, leche en polvo y un concentrado de proteina de
manto de pota que no afectd las caracteristicas sensoriales del producto extruido; los parametros 6ptimos del
proceso de extrusion fueron: caudal de inyeccion de agua de 2 GPH y temperatura de extrusion de 140 °C; el
producto extruido presenté muy buena aceptacion y cumplié con la NTP-209.260 respecto a la cantidad de
proteinas, amino&cidos esenciales y aporte energético. Por ello, los snacks extruidos presentan un potencial
antioxidante elevado y con caracteristicas de mayor calidad tales como color y textura, aceptabilidad del
consumidor, siendo una alternativa de la industria alimentaria para desarrollar productos mas saludables y
satisfacer las tendencias del mercado.




OBJETIVO GENERAL

Disefiar un snack extruido enriquecido con proteina hidrolizada de residuos de pota (Dosidicus gigas) y cafiihua
(Chenopodium pallidicaule Aellen)

Objetivo 1: Realizar el anélisis y diagndstico del procesamiento de la pota y la falta de alimentos con altos
porcentajes de proteina hidrolizada.

Objetivo 2: Disefiar, optimizar y desarrollar snacks extruidos con proteina hidrolizada de residuos de pota y
cafihua segun parametros de la NTP-209.226.

Objetivo 3: Validar la formulacién y el procesamiento del snack desarrollado mediante su viabilidad
econdmica y su impacto en los stakeholders relevantes.

JUSTIFICACION

El disefio de los shacks extruidos con alto contenido de proteina, obtenido por el método de hidrolisis
enzimatica de los residuos de pota, vienen como respuesta a una serie de antecedentes y necesidades existentes.
Existe en la actualidad una tendencia global para buscar alimentos con alto contenido de proteina, teniendo
como recursos entre otros a los residuos acuicolas (Fontes Zepeda et al., 2022). Asimismo, debido al
crecimiento de la demanda del sector acuicola, como consecuencia directa, existe también un gran incremento
en la cantidad de residuos que genera esta industria; siendo aproximadamente que dos tercios de ellos
simplemente se descartan, impactando negativamente en la economia y en el medioambiente (Laso et al., 2018;
Coppola et al., 2021). Por ello se buscan en la actualidad usos alternativos para estos residuos, debido a que son
ricos en: enzimas, péptidos bioactivos y biopolimeros, pudiendo tener aplicaciones en distintos sectores
economicos (Coppola et al., 2021). Por lo tanto, elaborar snacks extruidos a base de residuos de pota pueden
generar beneficios para el medio ambiente al aprovechar residuos que se desechan y contaminan; asi como
beneficios para los consumidores ya que son residuos que ain contienen proteinas, minerales, péptidos
bioactivos, entre otros.

Respecto al contenido de proteina, existen referencias respecto a la extraccion de proteina de residuos
acuicolas por el método de hidrolisis enzimatica, en funcion de los datos del grado de hidrélisis obtenido (% de
proteina que se hidrolizo respecto al total de proteina) los cuéles se emplearon como referente. Por ejemplo,
Tacias-Pascacioa et al. (2021) menciona que para un hidrolizado a base de atun se alcanza un grado de hidro6lisis
maximo de 15.83%; por otro lado, Nurdiani et al. (2022) para el hidrolizado a base de residuos de caballa,
obtuvo un méaximo grado de hidro6lisis del 32.63%. Finalmente, Ezquerra-Brauer y Aubourg (2019) mencionan
que, para un hidrolizado a base de residuos de tentaculos de calamar gigante, el grado de hidrdlisis maximo
seria de 37.23%; siendo que nuestros snacks extruidos estan desarrollados en base a residuos de pota o calamar
gigante, es con este grado de hidrolisis que se pudo realizar una comparacion més directa. Es de suma
importancia alcanzar un alto grado de hidrélisis en nuestros snacks ya que mientras mayor sea este, mayor sera
el contenido de proteina en los snacks.

Segun lo mencionado por Sun et al. (2022) las proteinas hidrolizadas derivadas de algas marinas presentan
propiedades antihipertensivas, anticancerigenas e inmunorreguladoras. De igual manera Le Faouder et al.
(2022) menciona que las proteinas hidrolizadas mejoran las propiedades funcionales de los alimentos,
permitiendo que se liberen péptidos con bajo peso molecular, los cuales tienen propiedades antioxidantes,
antimicrobianas, antihipertensivas, antiinflamatorias, antihiperglicémicas, ansioliticas, y que contribuyen a
retrasar el envejecimiento de la piel. Por dltimo, Singh et al. (2022) menciona que el proceso de hidrdlisis
mejora las propiedades nutricionales, fisicoquimicas, y funcionales de la proteina original, siendo el proceso de
hidrélisis enzimatica el método mas efectivo para obtener péptidos bioactivos en comparacion con otros
métodos quimicos y fisicos. Es por ello que un shack extruido desarrollado con proteina hidrolizada seria mas
beneficioso para el ser humano que un snack extruido con otros tipos de proteina.




DISENO METODOLOGICO

El disefio de ingenieria propuesta para el desarrollo de snacks extruidos se realizé de acuerdo con el
esquema experimental detallado en la Figura 1.1:

Figura 1.1

Disefo experimental para la obtencién de snacks extruidos con proteina hidrolizada de residuos de Pota
(PHRP),
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Nota. MP: materia prima, RPH: residuo de pota hidrolizado, C: control, M1: muestra 1, M2:
muestra 2, M3: muestra 3; M4: muestra 4. A. proximal hace referencia al analisis proximal, en la
cual se determinara el % de humedad, lipidos, cenizas, proteina y carbohidratos que tengan los

snacks extruidos.

Los diferentes tratamientos experimentales se analizaron y procesaron mediante un anélisis de varianza
(ANOVA) con un nivel de confianza del 95%, y las diferencias entre experimentos para la determinacién de
los pardmetros fisicoquimicos, formulaciones e ingredientes se realizaron mediante la prueba estadistica de
comparaciones multiples de Tukey usando el software Minitab 19.0. La determinacién de desarrollar 4
formulaciones fue sugerida por el trabajo elaborado por Espinoza et al. (2021), en donde, se elaboré snacks con
concentrados proteicos con un porcentaje mayor al 15% en mezcla, obteniendo un snack muy duro como para
ser comestible. Las formulaciones se compararon contra una muestra control que no tuvo en su formulacion a
la proteina hidrolizada de los residuos de pota. De igual forma, solo se decidio trabajar con 4 formulaciones
contiendo proteina hidrolizada de residuos de pota porque a mayor porcentaje de este, menor es el indice de
expansion del snack, afectando directamente al producto final (Roldan et al., 2022).




El desarrollo del proyecto de investigacion se basé en el diagrama de bloques de la Figura 1.2 y se basé en
tres componentes principales.

Figura 1.2

Proceso de desarrollo del snack extruido con PH de residuos de pota
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Componente 3: Control de Calidad del snack

Componente 1: Optimizacién del grado de hidrdlisis de proteina de residuos de pota

Acondicionamiento de la materia prima.

Los residuos de pota se recolectaron de la bahia de Sechura, Piura-Per(; mientras que la cafihua
(Chenopodium pallidicaule Aellen), maiz y harina de arroz se obtuvieron de un mercado en Lima. Los residuos
de pota fueron descongelados y lavados en el Laboratorio de Alimentos Funcionales de la Universidad, donde
se realizd su control de calidad, segun las caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas reportadas por Bricefio
(2018) (Tabla 1.1).




Tabla 1.1
Control de calidad residuos de pota

Caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas

Olor Fresco, marino, caracteristico de la especie
Color Brillante sin decoloraciones
Textura Firme y relativamente el&stica
Temperatura interna -18°C

Nota. De Bricefio, aclara que temperatura interna es con la que debe llegar al laboratorio

Una vez realizado el control de calidad, se procedi6 a congelar la pota a -18°C para su posterior uso. Luego,
los residuos de pota se ddescongelaron y deshidrataron mediante un secador infrarrojo (IRC D18, Irconfort,
Sevilla, Espafia) a 60°C durante 12 h, y se molieron en la trituradora de alimentos (Grindomix GM200, Restch,
Haan, Alemania) para obtener harina de residuos de pota.

Optimizacion y extraccién de proteina hidrolizada de residuos de pota.

Antes de realizar la extraccion de la proteina hidrolizada, se optimizé el grado de hidrélisis a partir de la
harina de residuos de pota, para obtener los pardmetros Optimos de extraccion y maximizar el grado de
hidrolisis. Para optimizar el grado de hidrélisis (GH: %), se empled el disefio de experimento (DOE) mediante
la metodologia de superficie de respuesta (MSR) con un disefio Box-Behnken (BBD) (Box & Behnken, 1960),
utilizando el software Minitab 19 (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, MN, USA). Se emplearon tres variables
independientes (X1 — temperatura, °C; X2 — tiempo, minutos; y X3- pH) a tres niveles equidistantes (-1, 0 y
+1). Esto es importante, porque los parametros de extraccion varian de acuerdo con el origen de la materia
prima (Gao et al., 2021; Henriques et al., 2021; Hua et al., 2021). Nurdiani et al. (2022) reporta para considerar
como sostenible la hidrélisis enzimatica, el grado de hidrdlisis debe ser mayor al 20%. Es de suma importancia
encontrar los parametros optimizados de temperatura, tiempo y pH para obtener un alto porcentaje de grado de
hidrolisis y los snacks desarrollados tengan un alto contenido de proteina.

El proceso de hidrélisis se realiz6 de acuerdo con el método descrito por Chasquibol et al. (2023), mediante
la determinacion de grupos aminos libres en reaccion con acido 2,4,6-trinitrobenzensulfénico (TNBS). La
harina de residuos de pota se disolvi6 en agua ultrapura (10% p-v, g harina/mL agua) en un vaso de 100 mL y
se emplearon las condiciones (temperatura, tiempo y pH) de cada corrida segin el modelo Box Behnken, con
agitacion a 600 rpm. Se ajusto el pH con HCI 1N, NaOH 1N, y la relacién enzima flavourzima/substrato que
se empled fue de 0.3 Anson Unit (AU)/g harina. Pasado el tiempo de hidr6lisis, se inactivé la enzima a 80°C
por 15 minutos. Luego, se centrifugd el hidrolizado a 10,000 rpm por 10 min para conseguir la separacion del
sobrenadante del precipitado o sélido. El sobrenadante, (proteina hidrolizada de residuos de pota, PHRP) se
separd por filtracion y se guard6 en tubos de ensayo de 15 ml para su analisis posterior.

Para calcular el grado de hidrolisis se calcul6 a través de la determinacion de grupos aminos libres en
reaccion con acido 2,4,6-trinitrobenzensulfonico (TNBS), (Chasquibol et al., 2023). Se tom6 una alicuota de
50 mL del hidrolizado, en un tubo de ensayo de 15 mL, se afiadié 1.9 mL de dodecil sulfato de sodio (SDS)
(1%) hasta completar 2 mL de solucidn, se agit6 por 30 segundos en un equipo vortex. EI mismo procedimiento
se realiz6 para la muestra control sin la enzima flavourzima. Las diluciones se prepararon en base a la siguiente
relacion y se determinaron por triplicado:

100 uL Control + 150 uL SDS (1%) = 250 uL soluciéon
25 uL Hidrolizado + 225 uL SDS (1%) = 250 uL solucion




A estas disoluciones se agregaron 250 mL de SDS (1%) (Blanco), este proceso se realizd para cada una de
las 30 corridas. A las cuales se les afiadié 2 mL del tamp6n fosfato de sodio (Na3PO4 , 0.2125M, pH=8.2) y

2 ml de TNBS, e inmediatamente se agitdé por 30 segundos y se llevé a bafio maria por 50°C a 60 min.
Transcurrido el tiempo se retir6 del bafio, se agregd 4 mL de HCI y se guard6 a oscuras por 10 min. Se tomé
una muestra de cada solucion y se ley0 su absorbancia en un espectrofotometro (UV 1280 Vis
Spectrophotometer Shimadzu, Kyoto, Jap6n) a una longitud de onda de 420 nm. La ecuacion para obtener el
grado de hidrdlisis (%GH) fue:

AN,—AN;
Npb

%GH =

Donde, AN es la cantidad de grupos aminos libres en la proteina del substrato antes de ser hidrolizado
(control) (mEg-NH-/g proteina), AN; es la cantidad de grupos aminos libres en la proteina del substrato después
de ser hidrolizado (mEq-NH-/g proteina), y Ny €s la cantidad de nitrégeno formado en los enlaces péptidos del
substrato de proteina (mEg-NH>/g proteina) (Chasquibol et al., 2023). Para calcular Ny se utilizo el método
de Chasquibol et al. (2023), donde se determiné el contenido total de proteina usando un equipo Kjeldahl (UDK
139, VELP, Usmate Velate. Italia):

Npp, = %Nitrogeno x 6.25

Con la metodologia descrita, se procedio a determinar el grado de hidrolisis para cada una de las 30
corridas experimentales del disefio Box-Behnken de metologia de superficie de respuesta.

Los datos obtenidos se procesaron con el software Minitab 19, usando la MSR con el disefio Box-Behnken
para obtener los parametros éptimos del grado de hidrdlisis (Tabla 1.2). Todos los términos tienen un valor p
(P-Value) inferior o igual a a = 0.05, por lo tanto, tienen un grado de relacién entre ellos; es decir, las tres
variables, temperatura, tiempo y pH, influyen en el grado de hidrdlisis (variable de respuesta). Sin embargo, no
existe una asociacion entre el tiempo y el pH (Tiempo*pH), por lo tanto, no tiene un impacto en la modelo
cuadratica de optimizacion. De igual forma, el coeficiente de determinacion, R? (92.65%), el coeficiente de
determinacion ajustado, R%ajust (89.35%), y el coeficiente de determinacion predictivo, R?pred (81.28%),
muestran un grado de relacion entre el modelo y la variable de respuesta.

Tabla 1.2

Coeficientes del disefio Box-Behnken

Variables Coef SE Coef T-Value P-Value FIV
Constant 36.41 1.38 26.43 0.000 -

Temperatura -3.468 0.844 -4.11 0.001 1.00
Tiempo 2.986 0.844 3.54 0.002 1.00
pH -1.995 0.844 -2.37 0.028 1.00
Temperatura*Temperatura -6.20 1.24 -5.00 0.000 1.01
Tiempo*Tiempo -7.97 1.24 -6.42 0.000 1.01
pH*pH -14.14 1.24 -11.39 0.000 1.01
Temperatura*Tiempo -5.21 1.19 -4.37 0.000 1.00
Temperatura*pH -5.54 1.19 -4.64 0.000 1.00
Tiempo*pH -1.61 1.19 -1.35 0.192 1.00
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Nota. Coef: Coeficiente, SE Coef: Error estandar del coeficiente, FIV: Factor de inflacion de la varianza.

Los variables de respuesta se relacionaron con las variables a través de la siguiente ecuacion cuadréatica de
segundo grado:

GH (%) = —658.0 + 9.82Temperatura + 167.7Tiempo + 102.04pH — 0.062Temperatura
* Temperatura — 31.87Tiempo * Tiempo — 6.284pH * pH — 1.043Temperatura
* Tiempo — 0.3694Temperatura * pH — 2.15Tiempo * p

Finalmente, los parametros Optimos (Figura 1.3) obtenidos a través del disefio Box-Behnken fueron:
temperatura (45.86 °C), tiempo (1.67h), y pH (6.48), con un grado de hidrolisis de 37.61%. Por consiguiente,
los parametros optimizados para la hidrdlisis de residuos de pota fueron los siguientes: 46 °C, 1.40 min y pH
6.5.

Figura 1.3

Parametros 6ptimos obtenidos del disefio Box-Behnken

Obtencién de la proteina hidrolizada

La harina de residuos de pota se disolvi6 en agua ultrapura (10% p-v, g harina/mL agua) en un biorreactor
(TEC-BIO-FLEX-II, Tecnal, Sao Paulo, Brasil) de capacidad de 2 L, para extraer una mayor cantidad de
proteina hidrolizada. Los parametros optimizados que se emplearon fueron: 46 °C, 1:40 min y pH de 6.5. Se
ajustd el pH con HCI 1N, NaOH 1N, y la relacion enzima flavourzima/substrato que se empleé fue de 0.3
Anson Unit (AU)/g harina. Pasado el tiempo de hidrolisis, se inactivo la enzima a 80°C por 15 minutos. Luego,
se centrifugd el hidrolizado a 10,000 rpm por 10 min y se filtré para conseguir la separacion del sobrenadante
del precipitado o sélido. El sobrenadante, (proteina hidrolizada de residuos de pota, PHRP) se secO por
atomizacion (spray-drying) en un equipo Bichi B-290 (Buchi Labortechnik AG, Flawil, Suiza) con un 91
didametro de boquilla de 0.7 mm, flujo de aire de 55 m?/h, presién de aire a 50 mbar, temperatura de salida de
90 °C, y flujo de alimentacion de 55 mL/min. La harina de PHRP se conservd en bolsas de aluminio,
herméticamente cerradas, y se guardo para su posterior analisis y empleo en las formulaciones de los snacks.
El rendimiento del proceso de la obtencién de la proteina hidrolizada de los residuos de pota (PHRP) fue del
26.82%.

Componente 2: Disefio del producto extruido alto en proteinas hidrolizadas de residuos de pota

El snack extruido se desarrollé con la inclusion de PHRP, en diferentes porcentajes: 2, 4, 6 y 10% siguiendo
la metodologia desarrollada por Espinoza et al. (2021). Estas formulaciones se compararon contra una muestra
control, al cual no se afiadio PHRP. El propdsito de la muestra de control fue para comparar el efecto de la
PHRP en las formulaciones y en sus diferentes propiedades nutricionales, fisicas y quimicas, asi como, el
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impacto que tendria el incremento de PHRP en el analisis sensorial (Roldan et al., 2022). Todos los ingredientes
adicionales fueron comprados en tiendas mayoristas locales, buscando asegurar el grado de calidad e inocuidad
que requiere la NTP 209.226:1984 (Revisada el 2016).

Para establecer diferencias significativas, se evaluaron las formulaciones con un Disefio
Completamente al Azar (DCA) (Tabla 1.3) con un nivel de significancia del 95%, asi como para establecer
diferencias entre pares se emple6 el modelo estadistico de Tukey al 95% de significancia (Espinoza et al.,
2021).

Tabla 1.3.

Disefio completamente al azar para el desarrollo de snacks rico en proteina hidrolizada de residuos de
pota.

Formulacién C M1 M2 M3 M4
Repeticion 1 Xel Xwmit Xwm21 X1 Xma41
Repeticion 2 X2 Xmi2 Xm22 Xwm32 Xm42
Repeticion 3 Xa Xwmi3 Xm23 Xwm33 Xma43

Nota. Adaptado de ““Elaboracion de snack extruido a partir de cereales y concentrado de proteina
de pota (dosidicus gigas) y determinacion de su vida util”, C. K. Espinoza et al, 2021, nales

Cientificos, 82 (1).

El modelo se ajusté a la siguiente ecuacion:

H}'=ﬂ+ T[+E[j

Donde Yij es la variable aleatoria que representa la observacion j-ésima del i ésimo tratamiento (nivel i-
ésimo del factor). u es un efecto constante, comun a los niveles, denominado media global, o efecto de la media
general. i es la parte de Yij debida a la accion del nivel i-ésimo, que serdn comun a todos los elementos
sometidos a ese nivel del factor, es decir efecto del tratamiento i-ésimo. &ij es el efecto del error experimental
asociado a la i-ésima unidad experimental (Espinoza et al., 2021).

En base al disefio completamente al azar se formularon cuatro muestras con diferentes cantidades de
PHRP, harinas de maiz, arroz y cafiihua (Tabla 1.4) y una muestra control sin PHRP. Los ingredientes de cada
muestra se homogeneizaron utilizando una batidora planetaria (FPSTSMPL1-053, Oster, Guangdong, China)
y se conservaron en bolsas aluminizadas a temperatura ambiente.

Table 1.4

Formulaciones de snack extruidos

Harinade Harina de Harina de PHRP

Formulaciones .7 %)  arroz (%)  cafihua (%) (%)
Control 55 30 15 -
SE1 55 26 15 4
SE2 55 24 15 6
SE3 55 22 15 8
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SE4 55 20 15 10
Nota. SE = Snacks Extruidos. PHRP = Proteina hidrolizada residuos de pota

Proceso de extrusion

El proceso de extrusion se realizé en un extrusor de doble tornillo Modelo SLYE32-11 (Saibainuo, China)
a escala de planta piloto a 400 rpm de velocidad de los tornillos. Las temperaturas del proceso de extrusion
fueron 60, 90, 120 y 150° C. Las muestras y la muestra control se alimentaron (498,76 + 0.01 g a 502,34 + 0,01
g) al extrusor a una velocidad de 200 g/min. La boquilla de salida del extrusor fue de 5 mm. Los productos
extruidos se almacenaron en condiciones ambientales (25° C, HR = 65%) en bolsas de polietileno para su
posterior analisis. Todos los parametros de extrusion se controlaron durante el proceso (Roldan et al., 2022).
Por otra parte, el rendimiento del proceso de extrusion fue en promedio de 82.31%, siendo el més alto en el
SE1 (84.86%) y el mas bajo en SE2 (79.95%). Esto fue ocasionado por el acondicionamiento y limpieza del
extrusor; el cual se realiz6 con la harina de la formulacion que se desarrolld; ocasionando disminucién en el
rendimiento y afectando en la calidad del snack, al no expandirse lo suficiente y/o se obtuvo el snack mezclado
con pequefias cantidades de la formulacién anterior, perdiendo rendimiento del proceso en total.

Componente 3: Evaluacion de las caracteristicas de calidad fisicoquimicas, sensorial y microbiolégico

Este componente se desarrolld para evaluar las caracteristicas de calidad fisicoquimicas, sensorial y
microbioldgico y asegurar la inocuidad del snack; del mismo modo, para evaluar las propiedades del producto
final y comparar con la literatura resultados similares. Este componente se realizd segun el cumplimiento de la
Norma Técnica Peruana. NTP 209.226:1984, Revisada en 2026., el cual establece los requisitos para los
snacks extruidos y los define como aquellos que se obtienen de una mezcla de materias primas previamente
tratadas y que son sometidas a un proceso de extrusion.

Caracterizacion fisica
a. Indice de Expansion (1E)

El indice de expansion (IE) fue determinado dividiendo el diametro de 15 snacks extruidos escogidos al azar
por el didmetro de la boquilla de salida del extrusor, el cual fue de 5 mm (Roldan et al., 2022). El IE es
importante porque tiene influencia directa en la textura del snack, a mayor IE, mas suave es el snack, a menor
IE, mas crocante (mayor dureza) es el snack (Roldan et al., 2022).

Didmetro snack

IE =
Diametro boquilla

b. Densidad

La densidad fue determinada usando un grano de un cereal (quinua) por el método de desplazamiento (Roldan
et al, 2022). Se pesaron 20 g de granos de quinua y fueron agregados a una probeta de 100 mL con agua,
midiendo el desplazamiento de este en volumen (V1). Se repitié este proceso con 20 g de snacks (P1) y se
midio6 de nuevo el volumen (V2). La densidad fue calculada de la siguiente manera:

V2—-v2
P1
De igual forma, Espinoza (2017) resalta que la densidad es una propiedad importante para tener en cuenta para

el desarrollo del producto comercial porque los productos no se envasan por volumen, sino por peso, teniendo
una influencia directa en el tipo de packaging que se tendria que usar.

Densidad =
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c. Indice de Absorcion de Agua (IAA)

Se colocd 1 gramo del snack extruido en un tubo de centrifuga con 50 mL de agua destilada, dejandolo reposar
por 30 minutos a temperatura ambiente (20°C) y se centrifug6 por 15 minutos a 4000 rpm usando una centrifuga
(HettichZentrifugen-Mikro, Alemania) (Roldan et al. (2022). El IAA es el peso del gel obtenido luego de
remover el sobrenadante por unidad de peso de sélidos secos originales. Las mediciones se realizaron por
triplicado. EI IAA es importante porque es un indicador del grado de gelatinizacion de la harina al momento de
la extrusion, e indirectamente, también es un indicador de la expansion de la harina en la etapa de coccion
(Suthart et al., 2021).

Peso del gel

TAA =
Peso de muestra seca

Con ello, los valores que se esperaban para el IE es que sea mayor o igual que 1.90 cm/cm, la densidad mayor
o igual que 0.24 g/cm, y IAA mayor o igual que 4.84 g/g (Roldan et al., 2022; Suthart et al., 2021).

Determinacion composicion proximal

La determinacion de la composicion proximal (humedad, cenizas, lipidos, proteina y carbohidratos) se realizd
para cumplir con las exigencias de la NTP 209.224:1984 (Revisada en 2016), los snacks pueden tener como
maximo 6% de humedad y 4% de cenizas, y los requisitos de la FAO (1981) para considerar un alimento como
alto en proteina, cantidad de proteina mayor al 10% en un alimento.

Por ello, la composicion proximal se determind de acuerdo con los procedimientos establecidos por la AOAC
(Association of Official Agricultural Chemists) (Valenzuela-Lagarda et al., 2021; Roldan et al., 2022;
Chasquibol et al., 2023). Todas las mediciones se hicieron por triplicado.

a. Humedad

La humedad de los snacks extruidos fue determinada a 110°C con peso constante de muestra en una balanza de
humedad (Sartorius MA 30, Gottingen, Germany) (Chasquibol et al., 2023).

b. Cenizas

El contenido de ceniza se determind por el método de ignicion (550 °C por 72h) en una mufla (Linn High
Therm, VMK-80, Germany). (Chasquibol et al., 2023).

C. Lipidos
El contenido de lipidos se determiné con hexano por 9h por el método de Soxhlet (Chasquibol et al., 2023)
d. Proteina

El total de proteina se determind con un factor de conversion de 6.25 (%N x 6.25), usando un equipo Kjeldahl
(UDK 139, VELP, Usmate Velate, Italy) (Roldan et al., 2022).

e. Carbohidratos
Los carbohidratos se determinaron por diferencia (Valenzuela-Lagarda et al., 2021).

Determinacion del contenido de fendlicos totales

La importancia del contenido de fendlicos totales (CFT) es que a mayor cantidad de CFT en un alimento, mayor
es su poder antioxidante, en consecuencia, tiene un mayor beneficio para la salud, porque sirve como proteccion
contra el estrés oxidativo, previniendo enfermedades como cancer, inflamaciones crdnicas, y enfermedades
virales y otros tipos de enfermedades (Luo et al., 2020). El valor esperado para el CFT es que sea mayor o igual
205.45 ug GAE/ g snack (Suthart et al., 2021).
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El contenido de fendlicos totales se determiné por el método de Folin-Ciocalteau (Chasquibol et al., 2023).
Una muestra de 0.2g de snack se disolvié con 8 mL de agua ultrapura y 0.5 mL de Folin-Ciocalteau, agitando
la mezcla por 1 minuto. Se dejo6 reposando por 6 minutos, se afiadieron 1.5 mL de carbonato de sodio (20%) y
se dejo reposando por 30 minutos a oscuras. La absorbancia de la solucion se midié a 760 nm usando un
espectrofotometro (UV 1280 Vis Spectrophotometer Shimadzu, Kyoto, Japon). Las unidades se expresaron en
Mg de &cido galico equivalente (GAE)/g snack. Los analisis se realizaron por triplicado.

Evaluacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los snacks extruidos se determiné por el método de radical DPPH y por el método
de radicales libres ABTS. Todos los analisis fueron realizados por triplicado. Asimismo, los métodos DPPH y
ABTS han sido aprobados por el Codex Alimentario que evaltan y cuantifican la capacidad antioxidante de los
compuestos fendlicos (Chasquibol et al., 2021). El valor esperado para el DPPH es que sea mayor o igual que
135.42 ug Trolox/g de snack y para el ABTS que sea mayor o igual que 101.26 ug Trolox/g de snack (Suthart
etal., 2021).

a. Meétodo radical DPPH

El método de radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) se realiz6 de acuerdo con el método de Chasquibol
et al. (2022) con algunas modificaciones. EI control (Abscontror) fue preparado con 250 pL de metanol mezclado
con una solucion 3.9 mL de DPPH (25 ppm) y guardado en oscuras a 25 °C. Por otra parte, se mezclé 1 g de
muestra de los snacks extruidos (AbSmwesta) COn 4.5 mL de una solucién compuesta por metanol/acido
acético/agua (50:8:42, v/viv), se agitd por 1 minuto y fue dejado en bafio Maria a 80 °C por 20 minutos. Luego,
se afladio una solucion de 3.9 mL de radical DPPH (25ppm) y se guardd en oscuras a 25 °C. La absorbancia se
midié a 517 nm en un espectrofotometro (UV 1280 Vis Spectrophotometer Shimadzu, Kyoto, Japon). El
porcentaje de inhibicion del radical DPPH (1%) se calculé con la siguiente formula:

(1%) _ Abscontrol - Absmuestra % 100
Abscontrol

b. Radicales libres ABTS

El método de radicales libres ABTS (2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline6-sulfonic acid)) se realizd de
acuerdo con el método de Chasquibol et al. (2022), con ligeras modificaciones. 0.01, 0.05, 0.1 y 0.2 g de
muestra de snacks extruidos (Absmuestra) fueron disueltos en 290, 250, 200, 100 pL de metanol respectivamente,
asimismo, se prepar6 un blanco (AbScontror) con 300 pL de metanol. Se agregd 1.0 mL de la solucién de ABTS
y se agité por 6 minutos. Se leyé la absorbancia a 734 nm en un espectrofotometro (UV 1280 Vis
Spectrophotometer Shimadzu, Kyoto, Japon). El porcentaje de inhibicion del radical libre ABTS (A%) se
calcul6 con la siguiente formula:

(A%) — AbScontrol—AbSmuestra
AbScontrol

Anélisis de la digestibilidad de la proteina in vitro

La digestibilidad de la proteina in vitro se realiz6 de acuerdo con el método de Tinus et al. (2012) (como se
citd en Chasquibol et al., 2023) con ligeras modificaciones. Todas las mediciones se realizaron por triplicado.
Lo importante de esta medicion es conocer la biodisponibilidad de la proteina de los snacks en el cuerpo, es
decir, que cantidad de proteina ha sido asimilada por el cuerpo al momento de ingerir los snacks, se esperaba
una digestibilidad mayor que 41.11% (Sutharut et al., 2021). Los resultados fueron expresados como:

IVPD (Digestibilidad (%) = 65.66+18.10 x (pH 0 min — pH 10 min)
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Determinacion del perfil de aminoacidos esenciales

La determinacién del perfil de aminoacidos esenciales se realizé de acuerdo con el método de Alaiz et al.1992
con ligeras modificaciones. El perfil de aminoéacidos se determin6 en un HPLC (ARC Waters HPLC
Chromatograph, Milford, Massachusetts, USA), con didmetro interno de 150 mm x 3.9 mm, columna C18 de
fase reversa y se cuantifico con tript6fano después de una hidrdlisis basica. Todas las mediciones se realizaron
por triplicado.

Tiempo de vida

El tiempo de vida es el pardmetro que se emplea para determinar el tiempo maximo que los componentes
nutricionales, tales como compuestos fendlicos, grasa y proteinas, no se han degradado o el tiempo maximo en
donde el alimento esta apto para su consumo (Espinoza et al., 2021). Por ello, el tiempo de vida se determind
usando un 892 Professional Rancimat© (Metrohm, Herisau, Suiza) (Chasquibol et al., 2022). Por ende, para
determinar el tiempo de vida a 25 °C, se llevo las muestras a periodos de induccion de 80, 100 y 120 °C. De
igual forma, el tiempo de vida se esperaba que esté por encima de los 105 dias (Espinoza et al., 2021).

Estabilidad oxidativa

La estabilidad oxidativa consiste en la determinacion del indice de acidez (IA) (NTP 206.103, 2011) y el indice
de perdxido (IP) (NTP 201.016, 2017) para evaluar el estado de oxidacion de las muestras a temperatura
ambiente. Por consiguiente, es un indicador de calidad del alimento, para demostrar que durante las operaciones
unitarias que se llevaron a cabo, la grasa y componentes fendlicos no se oxidaron y la proteina no se
desnaturaliz6 (Ezquerra-Brauer, 2019). La NTP 209.224:1984 (Revisada en 2016) indica que el IA puede ser
como maximo de 0.30% de &cido oleico y para la IP como maximo de 5 meq O2/Kg muestra sélida.

Analisis sensorial

Se tomé como poblacién muestral un panel de 50 personas (entre estudiantes universitarios de 18 a 26 afios),
en donde, se decidi6 evaluar los atributos de la apariencia, el sabor, la textura y la aceptacion de los snacks
extruidos. La prueba consistié en la evaluacion de los atributos evaluados en una escala hedénica de 9 valores
(1 = me desagrada y 9 = me gusta mucho) (Roldan et al., 2022). El panel de cata recibié muestras
completamente al azar, servidas en vasos de plastico, y estas estaban codifican con 5 digitos diferentes
(Chasquibol et al., 2022).
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