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RESUMEN

La entomofagia, o consumo de insectos, estd ganando importancia debido a sus
beneficios nutricionales y sostenibles. La modificacion enzimética de proteinas se
presenta como una estrategia eficaz para mejorar la funcionalidad y generar
péptidos con propiedades bioactivas. Este estudio tuvo como objetivo evaluar las
propiedades tecnofuncionales y la bioactividad de hidrolizados de proteinas
solubles de Acheta domesticus obtenidos mediante hidrolisis enzimatica. Se extrajo
proteina soluble a pH 7.5 y 13, posteriormente los sobrenadantes fueron ajustados
a pH 7.5 y se realizéd una hidrélisis enzimética con alcalasa al 3% (viv
enzima:sustrato) durante 30, 60 y 90 minutos a 50 °C. Se determiné el grado de
hidrélisis (GH) y se evaluaron las propiedades tecnofuncionales (capacidad de
emulsion, capacidad espumante y porcentaje de coagulacion), a diferentes
concentraciones (1, 1.5 y 2% p/v). Ademas, se analizo la actividad antioxidante
mediante los métodos DPPH, FRAP y ABTS. Los tratamientos enzimaticos
presentaron un GH de 82-86% a pH 7.5 y de 50-56% a pH 13; los cuales
presentaron diferencias significativas con respecto al GH de sus respectivos
controles sin enzima a pH 7 (60%) y pH 13 (28%). El indice de actividad de emulsion
y la capacidad de formacién de espuma fueron mayores en el control a pH 13, con
valores de 0.43 m?/g al 2% y 315% al 1%, respectivamente. EI mayor porcentaje de
coagulacion fue de 0.17% al 2% en el tratamiento pH13 con 60 minutos de hidrolisis.
Con respecto a la actividad antioxidante, el control a pH 7.5 mostré la mayor
actividad de ICso para DPPH y ABTS (0.453 y 1.4 mg/mL, respectivamente),
mientras que para FRAP fue de 627 ymol TE/mg muestra. En conclusion, en cuanto
a las propiedades tecnofuncionales, las muestras con menor grado de hidrélisis
mostraron un mejor desempefio, destacandose el tratamiento control a pH 13 con
los mejores resultados. Por otro lado, el tratamiento control pH 7.5 present6 la mayor
actividad antioxidante en los ensayos realizados.

No obstante, se requieren mas investigaciones para ajustar las condiciones de
hidrolisis y explorar el potencial de estos hidrolizados como ingredientes
funcionales, lo que podria abrir nuevas oportunidades para el desarrollo de
productos alimenticios de alta calidad.
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1. Introduccién

Actualmente, el consumo de insectos es considerado como una fuente sostenible
de proteinas/nutrientes. A nivel mundial, existen >2,000 especies comestibles,
México tiene el mayor numero de especies de insectos comestibles, seguida de
China e India (Lin et al., 2023). La composicion nutricional de los insectos puede
variar ampliamente, dependiendo de la especie, la etapa de desarrollo, las
condiciones ambientales y su dieta (Koufimska y Adamkova, 2016), generalmente
se les considera una fuente importante de proteinas de alta calidad, con un
contenido equilibrado de aminoacidos, acidos grasos esenciales, microelementos y
otros compuestos bioactivos (Elhassan et al., 2019).

En la mayoria de los casos, comparados con las proteinas vegetales y carnicas, los
insectos tienen proteina de mayor calidad en términos de su valor nutricional,
contenido total de proteinas, composicion de aminoacidos esenciales y eficiencia
proteica (del alimento) (Kim et al., 2020A). Sin embargo, se requiere mas
informacion y estrategias que permitan incrementar el valor nutritivo de las proteinas
de insectos. La modificacion enzimatica de proteinas es util para mejorar la
funcionalidad, también se ha demostrado que algunos péptidos obtenidos de las
proteinas de la dieta mediante hidrolisis enzimética presentan actividades
antioxidantes, antimicrobianos, antidiabéticos, antihipertensivos, antitrombdéticos e
inmunomoduladores (Hall et al., 2016). Dada la variedad de funciones que se han
descubierto para los péptidos bioactivos, algunas fuentes que pueden ser utilizadas
para generar estos productos de valor agregado son los derivados de proteinas
alimentarias y subproductos de procesamiento (Li-Chan, 2015; Hall et al., 2018).

El reglamento sobre nuevos alimentos aprobado por la Union Europea 2283/2015
(2018) establece que los insectos y sus partes se consideran alimentos con
beneficios nutricionales y se clasifican como ‘nuevos alimentos'. Los riesgos
generales para la salud asociados con su consumo han sido abordados en diversos
perfiles de riesgo y dictamenes cientificos (FAO, 2013; EFSA Scientific Committee,
2015).

En México, el consumo de insectos se remonta a culturas prehispanicas como los
zapotecas, mixtecos y mayas, quienes los recolectaban por su sabor Unico y los
utilizaban en diversas preparaciones (Molina-Vega et al., 2021). En los ultimos afios,
la demanda de insectos ha crecido, especialmente en estados como Oaxaca,
Guerrero, Chiapas, Campeche, Puebla, Hidalgo y Tlaxcala, donde la entomofagia
es una practica comuan (Hurd et al., 2019).
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1.1 Uso de insectos como fuente alternativa de proteinas

Los insectos son considerados una fuente sostenible de proteina, ya que requieren
significativamente menos recursos para su produccion en comparacion con la carne
convencional. Segun diversos estudios, la cria de insectos necesita entre un 50 y
un 90% menos de tierra y 40 a 80% menos de alimento por kilogramo de proteina
producida. Ademas, los insectos generan entre 1.2 y 2.7 kg menos de emisiones de
gases de efecto invernadero por kilogramo de peso vivo respecto al ganado y
consumen aproximadamente 1,000 litros menos de agua por kilogramo de peso vivo
gue el ganado (Espitia-Buitrago et al.,2021; Mina et al., 2023).

La produccién de insectos se puede llevar a cabo en instalaciones pequefias y es
escalable, lo que permite su implementacion en operaciones industriales. Esto no
solo reduce la necesidad de transporte a larga distancia, sino que también facilita la
creacion de sistemas cerrados, minimizando el riesgo de contaminaciéon ambiental
y la dependencia de pesticidas. Ademas, los insectos pueden alimentarse con
residuos orgénicos, contribuyendo a disminuir la cantidad (De Goede et al., 2013).

Los insectos son altamente eficientes en la conversion de alimentos debido a su
naturaleza de sangre fria. Las tasas de conversion alimento-carne, que representan
la cantidad de alimento necesaria para incrementar 1 kg en el peso, varian segun la
especie y las practicas de produccion. En términos generales, los insectos
demuestran una notable eficiencia en la conversién de alimentos: en promedio,
pueden transformar 2 kg de alimento en 1 kg de masa corporal, mientras que el
ganado necesita 8 kg de alimento para alcanzar el mismo aumento de peso (FAO,
2013).

Los insectos son una fuente rica y diversa de nutrientes que pueden contribuir a una
dieta saludable y equilibrada (Kim et al., 2019). Ademas, los insectos son una buena
fuente de grasas saludables, que incluyen acidos grasos insaturados como el acido
oléico y el acido linoléico y fibra dietética; que puede ayudar a regular la digestion y
prevenir enfermedades intestinales (Hlongwane et al., 2020).

Los insectos también son una fuente rica de vitaminas y minerales. La vitamina B12
es esencial tanto para la produccion de glébulos rojos como para el cuidado del
sistema nervioso, se encuentra en grandes cantidades en algunos insectos, como
los gusanos de la harina. Ademas, los insectos también contienen otras vitaminas
del grupo B, como tiamina, riboflavina y niacina, y una amplia variedad de minerales
como hierro, calcio, fésforo, magnesio y zinc (Zhou et al., 2022).
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1.1.1 Acheta domesticus

Comunmente conocido como grillo doméstico, es un insecto perteneciente a la
familia Gryllidae, se cree que esta especie de grillo es originaria de Europa, pero
hoy en dia se encuentra en todo el mundo, incluyendo América del Norte, América
del Sur, Europa y Asia. A. domesticus ha sido utilizado tradicionalmente como
alimento para mascotas y en la pesca deportiva. Sin embargo, en los ultimos afios,
se ha considerado como una fuente potencialmente valiosa de proteinas para el
consumo humano. Son insectos omnivoros que se alimentan de una amplia
variedad de alimentos, incluyendo frutas, verduras, carne y plantas (Lundy y
Parrella, 2015).

Los grillos domésticos también son relativamente faciles de criar y mantener en
cautiverio, lo que los convierte en una fuente sostenible de alimento. En un estudio
realizado por Halloran et al. (2017), se evalué el impacto ambiental de la produccion
de proteina de grillo en comparacion con la produccién de proteina de carne de pollo
y se demostré que la produccion de grillos domésticos es mas eficiente en términos
de uso de recursos y emisiones de gases de efecto invernadero.

Uno de los principales atractivos de los grillos domésticos como fuente de alimento
es su alto contenido de proteinas. Segun un estudio realizado por Udomsil et al.
(2019), cada 100 g de insecto en base seca, contiene alrededor de 58-64 g de
proteina, 13-21 g de grasa, 2-5 g de carbohidratos y 3-7 g de fibra. Ademas, es rica
en vitaminas y minerales, incluyendo hierro, calcio, magnesio, fésforo, potasio, zinc,
vitamina B12 y riboflavina.

1.2 Hidrolisis de proteinas

Es un proceso mediante el cual las proteinas se descomponen en péptidos mas
pequefios y aminoacidos, utilizando enzimas purificadas, semipurificadas o
sintetizadas por microorganismos. Este proceso también puede realizarse por
meétodos quimicos, como la hidrélisis acida o alcalina. Este proceso se puede utilizar
para mejorar la funcionalidad, lo que puede ser beneficioso en la industria
alimentaria (Nemati et al., 2024).

Entre los microorganismos que pueden realizar hidrolisis de proteinas se
encuentran las bacterias acido-lacticas, como Lactobacillus delbrueckii y
Lactobacillus acidophilus (Parra-Huertas, 2010). Algunas enzimas proteoliticas
comunmente utilizadas en la hidrdlisis de proteinas incluyen tripsina, quimotripsina,
alcalasa, papaina y bromelina. Estas enzimas tienen diferentes especificidades de
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corte en los enlaces peptidicos y pueden producir diferentes péptidos y aminoacidos
libres (Pérez Galvez et al., 2024).

1.2.1 Proteasas

Las proteasas, clasificadas bajo la categoria de "Hidrolasas" de acuerdo con el
sistema internacional de clasificacion y nomenclatura de enzimas (numero EC),
especificamente en la clase 3 y subclase 3.4, desempefian un papel crucial en la
promocion de la protedlisis, que consiste en la ruptura de enlaces peptidicos (Webb,
1993). Estas enzimas se dividen principalmente en dos categorias: las
endopeptidasas, que cortan en el interior de las cadenas de proteinas y las
exopeptidasas, que actuan en los extremos de dichas cadenas. La eleccién entre
estas categorias tiene un impacto directo en el tamafio de los péptidos resultantes;
por ejemplo, las endopeptidasas generan péptidos mas extensos que las
exopeptidasas.

Un aspecto fundamental de las proteasas es su selectividad, que varia
significativamente entre diferentes enzimas. Esto significa que, incluso cuando se
utiliza el mismo sustrato proteico, la hidrdlisis produce una amplia diversidad de
productos finales. Esta variabilidad en las acciones de las proteasas se considera
ventajosa, ya que proporciona una amplia variedad de "herramientas" para la
generacion de productos a partir de una misma fuente de proteinas con potencial
de hidrdlisis (Pawar et al., 2023).

Ademas, las proteasas se agrupan en clanes que destacan las particularidades de
su estructura tridimensional y sus sitios cataliticos. Esto conduce a su clasificacién
en categorias como peptidasas asparticas, peptidasas de cisteina, peptidasas de
metal o peptidasas de serina. También existen proteasas con mecanismos
cataliticos mixtos o con mecanismos desconocidos, clasificadas como tipo
desconocido (Naeem et al., 2022).

1.2.1.1 Alcalasa

Catalogada como una "serina endopeptidasa” entre las proteasas, con la
clasificacion EC 3.4.21.14 segun el sistema internacional de clasificacion vy
nomenclatura de enzimas, se caracteriza por su estructura activa que incluye una
triada catalitica de aminoacidos que incluye acido aspartico, histidina y serina. Esta
enzima tiene la capacidad de cortar las proteinas en la parte intermedia de sus
cadenas de aminoacidos (Naeem et al., 2022). Las condiciones éptimas incluyen
temperaturas de entre 50 y 70 °C, dependiendo del tipo de sustrato, y un pH entre
6.5y 8.5 (Naveed et al., 2021).
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La alcalasa “subtilisina carlsberg” fue inicialmente aislada de Bacillus subtilis y
denominada por Linderstrom-Lang y Ottesen; su purificacion fue realizada por
Gtintelberg y Ottesen (Lopez-Garcia et al., 2022). Con el tiempo, se identificaron
otras proteasas a partir de distintas cepas de Bacillus subtilis, también conocidas
como subtilisina A y subtilopeptidasa A (Azrin et al., 2022). Cuando fue lanzada al
mercado por Novozymes, adopté el nombre de "alcalasa". Actualmente, su
produccion se lleva a cabo mediante fermentacion sumergida alimentada por lotes
utilizando Bacillus licheniformis (Tacias-Pascacio et al., 2020).

Estas proteasas alcalinas son de gran relevancia en la industria debido a su
capacidad para funcionar y mantener su estabilidad en entornos alcalinos.
Inicialmente, se emplearon principalmente como aditivos en formulaciones de
detergentes, pero con el tiempo, sus aplicaciones se han expandido. Actualmente,
se emplean en la industria del cuero para procesos de deslanado y apaleo; en la
industria alimentaria, se utilizan para ablandar carnes, mejorar el sabor de quesos,
elaborar productos horneados y aumentar la digestibilidad de alimentos destinados
a animales (Aktayeva et al., 2024).

La alcalasa, al igual que otras proteasas alcalinas, inicialmente se aplicé de manera
significativa como componente de productos de limpieza. Fue la primera proteasa
para detergentes desarrollada por Novozymes en la década de 1960 (Song et al.,
2023). Sin embargo, mas tarde, encontré6 un amplio campo de aplicaciéon en la
produccién y modificacion de alimentos, destacandose especialmente como una
proteasa utilizada en la produccion de concentrados de proteina de pescado
mediante hidrdlisis (Naveed et al., 2021)

El nombre comercial "Alcalase®" es una marca registrada de Novozymes Corp. Esta
formulacibn consiste en wuna preparacion enzimatica liquida compuesta
principalmente por glicerol, que representa aproximadamente el 50% de su peso
total, junto con agua, que constituye alrededor del 41% en peso y un extracto de
proteasa de Bacillus licheniformis, que representa un 9% en peso. Su actividad se
mide en unidades enzimaticas (U) y normalmente tiene una actividad de 22.4 U/mL.
Estos valores pueden cumplir con las especificaciones de pureza requeridas para
productos de calidad alimentaria, segun los estandares establecidos por el Comité
Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA) y el Cddigo
Alimentario (FCC).

En el contexto de la hidrélisis enzimatica de proteinas, es comun asignar posiciones

a los aminoacidos en el sustrato alrededor del sitio de ruptura del enlace peptidico.
Estas posiciones se enumeran convencionalmente como P1, P2, P3, etc., en el lado
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izquierdo del enlace que se va a romper, y como P1', P2, etc., en el lado derecho
del sitio de ruptura. En una cadena de proteina, el primer aminoacido se encuentra
en el extremo N-terminal y el dltimo en el extremo C-terminal. Cuando se rompe el
enlace peptidico, el aminoacido en la posicién P1 corresponde al extremo carboxilo
del nuevo fragmento o péptido recién formado, mientras que el aminoacido en la
posicion P1' corresponde al nuevo extremo amino del segundo fragmento liberado
(Rivero-Pino et al., 2020).

La especificidad de la alcalasa se describe principalmente como preferencial hacia
residuos grandes y no cargados en la posicién P1. Sin embargo, se han observado
otras preferencias, notaron que la enzima rompe enlaces peptidicos cuando los
aminoacidos acido glutdmico, metionina, leucina, tirosina, lisina y glutamina ocupan
la posicibn P1l. Esto es especialmente evidente cuando acido glutamico se
encuentra en la posicion P1 y también hay otro residuo hidrofébico en las posiciones
P2' o P3' (Tacias-Pascacio et al., 2020). En resumen, la alcalasa puede utilizarse
para generar péptidos con caracteristicas generalmente “hidrofébicas” debido a su
capacidad para reconocer este tipo de aminoacidos.

1.2.2 Caracteristicas de los hidrolizados de proteina soluble

Las proteinas exhiben caracteristicas Unicas que varian segun su origen. En
términos generales, la hidrdlisis enzimatica permite obtener péptidos mas pequefios
y biodisponibles (Dryakova et al., 2010). Estos péptidos tienden a mostrar una
mayor solubilidad en agua y otros solventes acuosos, asi como en ciertos solventes
organicos, dependiendo de su composicion en aminoacidos y de los grupos
funcionales presentes, incluyendo metanol, etanol, acetona, DMSO
(dimetilsulfoxido) y cloroformo, siendo especialmente eficaces para aquellos
péptidos con caracteristicas hidrofébicas (Gomez-Guillén et al., 2011).

Sin embargo, los péptidos también son propensos a la agregacion, especialmente
en condiciones de alta concentracién, ante cambios en el pH o la temperatura. Esta
tendencia a la agregacion se debe a que, tras la hidrdlisis, las regiones hidrofébicas
guedan mas expuestas e interactian entre si (Zhu et al., 2020). A pesar de esta
susceptibilidad, la menor longitud de los péptidos facilita su digestion y absorcion
por el organismo (Lee et al., 2023).

La hidrdlisis enzimatica puede mejorar la funcionalidad de las proteinas. Liu et al.
(2024) encontraron que los péptidos derivados del pescado presentaban
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, ademas, Leni et al. (2020) evaluaron
las propiedades funcionales de la harina de Alphitobius diaperinus tratada con
alcalasa, observando una alta capacidad de retencién de aceite.
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1.3 Estimacion de peso molecular

La electroforesis es una técnica analitica utilizada para separar biomoléculas, como
proteinas y acidos nucleicos, segun su movilidad en un campo eléctrico aplicado
sobre una matriz porosa (Delgado, 2022). En su aplicacion analitica, la
electroforesis se destaca por su alta sensibilidad y capacidad de resolucion, lo que
facilita la separacion de mezclas complejas y permite evaluar la pureza de los
componentes (Kielkopf et al., 2021). Entre las variantes principales de esta técnica
se encuentran la electroforesis capilar y en gel. La electroforesis capilar se realiza
en un tubo estrecho, donde la movilidad electroforética de las moléculas se
aprovecha para su separacion (Siebert et al., 2023).

La electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) utiliza un gel de poliacrilamida
como matriz porosa para retardar la movilidad de las moléculas segun su tamafio.
La polimerizacién de la acrilamida se lleva a cabo utilizando tetrametiletilendiamina
(TEMED) como catalizador y persulfato de amonio (APS) como iniciador. A medida
gue aumenta la concentracién de acrilamida, disminuye el tamafio de los poros del
gel, lo que afecta la movilidad de las proteinas (Kielkopf et al., 2021). Esta técnica
permite la separacion eficiente de biomoléculas de diferentes tamafios.

El buffer Tris-Glicina se emplea en la separacion de proteinas de alto peso
molecular, normalmente en un intervalo de 20 a 250 kDa. Este buffer, compuesto
por Tris y glicina, estabiliza el pH (8.3) durante el proceso de separacion, lo que
garantiza una migracién uniforme y un entorno adecuado para la resolucién
(Laemmli, 1970).

Por otro lado, el buffer Tris-Tricina se utiliza para la separacion de proteinas de bajo
peso molecular, en el intervalo de 1 a 100 kDa. La tricina, debido a su menor tamafo
y mayor movilidad en comparacion con la glicina, mejora la resolucion de proteinas
pequefias y péptidos. Este aminoacido sintético, con una estructura compuesta por
un grupo amino (-NH;), un grupo carboxilo (-COOH) y tres grupos hidroxilo (-OH),
actia como un excelente agente buffer. Ademas, su alta solubilidad en agua facilita
su uso en aplicaciones bioquimicas sin interferir con procesos enzimaticos, también
genera un gradiente de pH que permite una mayor precision en la separacion y una
reduccion de la difusién de bandas, proporcionando mayor claridad en la separacion
de proteinas de bajo peso molecular. Este buffer es util para proteinas que son
inestables en condiciones alcalinas, ya que permite su migracion en un entorno de
pH acido (Schagger y von Jagow, 1987). Esta combinacién de técnicas y buffers
asegura resultados precisos y reproducibles, permitiendo un analisis detallado de
biomoléculas de diversos tamarios.
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1.4 Propiedades tecnofuncionales de las proteinas

Las proteinas son macromoléculas biolégicas esenciales en los sistemas vivos, que
tienen una amplia variedad de propiedades funcionales en diferentes aplicaciones
tecnoldgicas, como la alimentacion, la farmacologia y la biotecnologia. En la
industria alimentaria, las proteinas se utilizan como ingredientes funcionales debido
a sus propiedades tecnofuncionales, que son su capacidad para interactuar con
otros componentes y alterar la textura, la apariencia, la viscosidad y la estabilidad
de los productos alimentarios (Matecki et al., 2021).

Las propiedades tecnofuncionales de las proteinas se pueden clasificar en tres
categorias:

e La capacidad emulsificante, que se refiere a la capacidad de una proteina
para estabilizar una emulsién al reducir la tension superficial entre dos fases
inmiscibles.

e Lacapacidad espumante, que hace referencia a la capacidad de una proteina
para formar y estabilizar burbujas de aire en un liquido, lo que resulta en la
formacién de una espuma.

e La capacidad gelificante, que es la capacidad de una proteina para formar un
gel, que es una red tridimensional capaz de retener agua u otros solventes
en condiciones adecuadas.

Estas propiedades son el resultado de la estructura quimica y la composicion de
aminoacidos de las proteinas, asi como de su interaccion con otros componentes
alimentarios. La seleccién y optimizacion de las proteinas adecuadas para una
aplicacion especifica es fundamental para lograr el mejor rendimiento y calidad del
producto final. Ademas, es importante considerar factores como la digestibilidad y
la alergenicidad de las proteinas para garantizar la seguridad alimentaria y la
satisfaccion del consumidor (Toldr4 et al., 2020).

En resumen, el conocimiento y la comprension de las propiedades tecnofuncionales
de las proteinas son criticos para el desarrollo de alimentos innovadores y de alta
calidad en el futuro.

1.4.1 Capacidad espumante

La capacidad espumante de las proteinas se debe a su capacidad para interactuar
con la interfase aire-liquido y formar una pelicula que estabiliza las burbujas de aire
en la espuma (Zhong et al., 2021). Esta influenciada por varios factores, como la
concentracion proteica, el pH, la fuerza idnica y la presencia de otros ingredientes
en la formulacion, como las sales. En general, la capacidad espumante de las
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proteinas es una propiedad importante en la industria alimentaria, ya que permite la
produccion de alimentos con texturas y apariencias unicas. Por lo tanto, se han
realizado numerosos estudios para mejorar la capacidad espumante de diferentes
proteinas y comprender los factores que influyen en esta propiedad (Aguilera et al.,
2021).

1.4.2 Capacidad emulsionante

Se define la capacidad emulsionante de las proteinas como su habilidad para
estabilizar una emulsion, que es una mezcla de dos liquidos inmiscibles, como
aceite y agua. Esta propiedad es crucial porque, sin estabilizacion, las gotas de
aceite tienden a separarse de la fase acuosa, lo que puede llevar a la inestabilidad
de la emulsion. Las macromoléculas, como las proteinas, estabilizan la emulsion al
adsorberse a la interfase aceite-agua y formar una pelicula que protege las gotas
de aceite de la coalescencia, sedimentacion, floculacion y separacion de fases. Se
ha demostrado que la capacidad emulsionante de las proteinas depende de su
estructura primaria, secundaria y terciaria, asi como de su carga superficial e
hidrofobicidad (Ding et al., 2021).

Ademas, la capacidad emulsionante de las proteinas puede ser afectada por la
modificacion quimica y la hidrdlisis enzimatica, Dion-Poulin et al. (2020), evaluaron
las harinas de insectos, como Gryllodes sigillatus y Tenebrio molitor, y sus
hidrolizados generados por alcalasa, donde se observo que la hidrélisis enzimética
disminuye la capacidad de emulsion debido a la rapida inestabilidad de las
emulsiones. Aunque mejora la solubilidad, no favorece la estabilidad emulsionante,
incluso con pretratamientos de alta presion.

1.4.2.1 indice de actividad emulsificante

Es una medida de la capacidad de una proteina para estabilizar una emulsion, es
decir, para prevenir la separacion de fases entre dos liquidos no miscibles. El indice
de actividad emulsificante (IAE) se expresa como la cantidad de aceite que puede
ser estabilizada por una cierta cantidad de proteina. A menudo se utiliza como un
indicador de la funcionalidad de la proteina en productos alimenticios y otras
aplicaciones industriales (Padial-Dominguez et al., 2020).

1.4.2.2 Estabilidad de emulsién

La estabilidad de las emulsiones es una propiedad critica en la industria alimentaria,
ya que puede afectar la calidad del producto y su vida util. Las proteinas tienen un
papel importante en la estabilidad de las emulsiones debido a su capacidad para
adsorberse en la interfase de la emulsion y formar una pelicula que protege las
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gotas de la emulsion de la coalescencia y la separacion. La estabilidad de la
emulsion también puede ser influenciada por otros factores, como el pH, la fuerza
iGnica, la temperatura y la concentracion de las proteinas, entre otros (Schmid et al.,
2024).

Un estudio de Ma et al. (2020) analiz6 la actividad emulsionante de las particulas
de proteina de soja estables al calor (SPP) en emulsiones aceite en agua (O/W).
Los hallazgos revelaron que las emulsiones estabilizadas con SPP mostraron una
notable mejora en la estabilidad emulsionante en comparacién con las emulsiones
gue utilizaban proteinas de soja nativas. Las SPP no solo lograron mantener la
estabilidad térmica, sino que también un tamafo de particula mas uniforme. Esto
sugiere que las SPP pueden ser una opcion eficaz para el desarrollo de emulsiones
en la industria alimentaria, ofreciendo mejores propiedades emulsionantes en
comparacién con las proteinas tradicionales.

1.4.3 Porcentaje de coagulacién

El porcentaje de coagulacion es una medida de la capacidad de las proteinas para
coagular y formar una red tridimensional que atrapa agua y otras moléculas (Hasnan
et al., 2023).

Segun un estudio realizado por Mishyna et al. (2019B), evalu6 como el pH y la
temperatura afectan la agregacion y gelificacion de las proteinas de este insecto.
Se encontr6 que la coagulacion maxima se alcanz6 a 85 °C, con pH 5y 7, logrando
tasas de coagulacién del 73,7 % y 68,4 %, respectivamente. Las interacciones
intermoleculares, tanto covalentes como no covalentes, jugaron un papel crucial en
la agregacion de proteinas. Ademas, el contenido de gelificacion del polvo crudo de
cria de abejas varié del 5 al 11 % segun el pH. Este polvo, al ser liofilizado, mostré
un valor nutricional significativo y propiedades de gelificacibn comparables a las de
fuentes de proteinas convencionales, lo que sugiere su potencial como ingrediente
en productos alimentarios gelificados. Ademas de sus propiedades
tecnofuncionales, las proteinas de insectos también poseen -caracteristicas
bioactivas que pueden contribuir a la salud humana.

1.5 Bioactividad

Las proteinas son macromoléculas esenciales en la dieta humana, y su modificacion
puede mejorar su bioactividad. Una de las estrategias mas comunes para lograr
esto es la hidrdlisis enzimatica, que consiste en la ruptura de los enlaces peptidicos
en las proteinas para obtener péptidos bioactivos. Estos péptidos son pequefias
cadenas de aminoacidos que tienen funciones fisioldgicas especificas en el cuerpo
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humano, siendo utiles en la prevencion de enfermedades y en la promocion de la
salud (Purohit et al., 2024).

La mayoria de los péptidos bioactivos oscilan entre 2 y 20 residuos de aminoacidos
y tienen una masa molecular de 0.4 a 2 kDa (Korhonen y Pihlanto, 2006). Sin
embargo, también se han reportado péptidos mas largos, como la lunasina, que
consiste en 43 aminoacidos y se encuentra en la soja, con propiedades
anticancerigenas e hipocolesterolémicas (Ulug et al., 2021).

Ademas, las enzimas utilizadas en la hidrolisis enziméatica facilitan la extraccion de
proteinas de los alimentos mediante la degradacion de la pared celular, la liberacion
de proteinas unidas al almidén y la mejora de la solubilidad de las proteinas, este
proceso no solo aumenta la disponibilidad de péptidos bioactivos, sino que también
potencia sus propiedades funcionales Unicas (Pougoue Ngueukam et al., 2023).

1.5.1 Actividad antioxidante

Las especies reactivas de oxigeno causan dafio celular y provocan céancer,
diabetes, enfermedades cardiovasculares e hipertension (Ibrahim et al., 2018). La
capacidad antioxidante de los péptidos bioactivos esta relacionada con su
hidrofobicidad y composicién de aminoacidos. Entre los aminoacidos que poseen
propiedades antioxidantes se encuentran: histidina, acido glutdmico, prolina,
tirosina, cisteina, metionina y fenilalanina (Cruz-Casas et al., 2023).

Los péptidos bioactivos pueden actuar como antioxidantes al unirse a iones
metalicos prooxidantes, eliminar el radical OH y/o inhibir la peroxidacion lipidica.
Cada aminoacido contribuye a la actividad antioxidante de manera Unica,
dependiendo de su clasificacion (Li et al., 2008). La mayoria de los péptidos
antioxidantes incluyen de 4 a 16 residuos de aminoacidos, con una masa molecular
de 0.4 a 2 kDa. El tamafio molecular de los péptidos influye en su biodisponibilidad
y en su comportamiento durante la digestion gastrointestinal, lo que puede aumentar
la actividad antioxidante in vivo (Cruz-Casas et al., 2021). Los aminoacidos
aromaticos como tirosina y fenilalanina son excelentes para donar protones a los
radicales deficientes en electrones, lo que mejora la capacidad de eliminacion de
radicales de los péptidos bioactivos. Los péptidos que contienen tirosina funcionan
principalmente a través de la transferencia de atomos de hidrégeno, mientras que
los péptidos que contienen cisteina, triptéfano e histidina funcionan principalmente
a través de la transferencia de un solo electron (Ibrahim et al., 2018). Ademas, se
ha confirmado que la capacidad antioxidante de los péptidos que contienen histidina
esta relacionada con la donacion de hidrégeno y la captura de radicales peroxilo
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lipidicos, mientras que el grupo sulfhidrilo de las cisteinas esta dotado de un efecto
antioxidante debido a su reaccién primaria con los radicales (Kamran et al., 2023).

1.5.2 Método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

Se basa en la reduccion del radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), que tiene un
color purpura caracteristico debido a su electron desapareado. Cuando el DPPH se
reduce por un antioxidante, como los péptidos bioactivos, se forma un cromoéforo
que cambia de puarpura a amarillo. Este cambio de color se lee
espectrofotométricamente a 517 nm, lo que indica la capacidad del compuesto para
donar electrones o hidrogenos. Los grupos funcionales que comunmente participan
en esta reduccion son los grupos hidroxilo (-OH), y grupos tiol (-SH), que estan
presentes en aminoacidos como la tirosina, cisteina y lisina (Mardani et al., 2023).

1.5.3 Método ABTS (&cido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico))

Implica la generacion del radical ABTS+ mediante oxidacion del ABTS con
persulfato de potasio, lo que produce un cromoéforo azul-verdoso que tiene una
absorbancia maxima a 734 nm. Cuando los antioxidantes, como los péptidos,
interactuan con el radical ABTS+, ocurre una decoloracion debido a la transferencia
de electrones o hidrogenos, lo que refleja la capacidad antioxidante. Grupos
funcionales como los -OH son relevantes en este proceso, contribuyendo a la
neutralizacion de los radicales. Algunos aminoacidos que participan son
fenilalanina, triptéfano, metionina, prolina y valina (Wen et al., 2020).

1.5.4 Método FRAP (Poder antioxidante de reduccién de iones férricos)

Mide la capacidad de los antioxidantes para reducir iones férricos (Fe3*) a ferrosos
(Fez*), formando un croméforo azul que se cuantifica mediante espectrofotometria
a 593 nm. En este proceso, aunque los péptidos pueden contribuir, su eficacia es
menor en comparacion con compuestos como los polifenoles, que son mas
efectivos en la reduccion de Fe3*. Esta es una de las razones por las que hemos
decidido utilizar este ensayo en nuestro estudio, dado que consideramos la posible
presencia de polifenoles, lo que lo hace adecuado para evaluar su capacidad
antioxidante.

Una limitacion del ensayo FRAP es su baja reactividad con grupos tiol (-SH),
presentes en proteinas y algunos aminoacidos como la cisteina, lo que reduce
significativamente la contribucion proteica al valor de FRAP. Esto permite una
evaluacion mas precisa de antioxidantes no proteicos sin necesidad de eliminar las
proteinas de las muestras, como en el caso del plasma (Bartosz, 2010). Por lo tanto,
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este método es particularmente util cuando el interés se centra en los compuestos
no proteicos.

Esta combinacion de propiedades hace que el ensayo FRAP sea ideal para nuestra
investigacion, dado que proporciona un enfoque equilibrado para la evaluacién de
antioxidantes, especialmente en presencia de polifenoles (Ocampo et al., 2023).

1.6 Aplicaciones potenciales de los péptidos

Tienen un amplio espectro de aplicaciones potenciales en la industria alimentaria,
farmacéutica, cosmética y de suplementos dietéticos. Su versatilidad y propiedades
funcionales los convierten en ingredientes prometedores para aumentar el valor
nutricional de diversos productos

1.6.1 Alimentos funcionales

Los hidrolizados de proteinas son ingredientes clave en la produccién de alimentos
funcionales, que aportan beneficios adicionales a la salud més all4d de su valor
nutricional. Estos productos no solo mejoran la textura, estabilidad y perfil sensorial
de los alimentos, sino que también ofrecen propiedades funcionales que pueden
promover la salud 6sea, mejorar el sistema inmunoldgico y reducir el riesgo de
enfermedades croénicas. Al enriquecer los alimentos con hidrolizados de proteinas,
se busca satisfacer las necesidades nutricionales de los consumidores y contribuir
a su bienestar general (Makkar et al., 2014; Henry et al., 2015).

1.6.2 Suplementos dietéticos

Los hidrolizados de proteinas también se utilizan en la fabricacion de suplementos
dietéticos. Estos suplementos se consumen para complementar la dieta y
proporcionar nutrientes adicionales. Los hidrolizados de proteinas en forma de
polvos o capsulas utilizan fuentes concentradas de aminoacidos y péptidos de facil
absorcion (Magalhdes et al.,, 2017). Estos suplementos son populares entre los
atletas y las personas que buscan aumentar la ingesta proteica, promover la
recuperacion muscular o mejorar el rendimiento deportivo (Kowalski et al., 2022).

1.6.3 Otros usos industriales

Los insectos comestibles estan ganando relevancia no solo como fuente
alimentaria, sino también en diversas aplicaciones industriales. Por ejemplo, la
extraccion de aceite de insectos se presenta como una alternativa prometedora a
los aceites vegetales y de pescado, debido a su perfil nutricional favorable y costos
de produccion mas bajos. Este aceite, rico en acidos grasos esenciales y
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compuestos bioactivos, puede ser utilizado en las industrias alimentaria,
farmacéutica y cosmeética (Aparecida-Cruz et al., 2024).

2. Antecedentes

Algunos autores realizaron algunos estudios de hidrolizados de proteina de grillos
enteros (Gryllodes sigillatus) con alcalasa, se evalud la composicion, propiedades
tecnofuncionales como la solubilidad, emulsion y propiedades espumantes, asi
como su actividad antioxidante; los resultados indican que los hidrolizados
presentan péptidos bioldgicamente activos que podrian incorporarse en alimentos
funcionales (Hall et al., 2016; Hall et al., 2018).

Mintah et al. (2019), estudiaron los hidrolizados de proteina de la mosca soldado-
negra (Hermetia illucens) utilizando una proteasa alcalina y 3 pretratamientos
(frecuencia convencional, ultrasénico de frecuencia fija y frecuencia de barrido). Los
resultados indican que las propiedades tecnofuncionales (como emulsion,
solubilidad y espuma) y la actividad antioxidante de los hidrolizados aumentan o
disminuyen segun el pretratamiento elegido, lo que sugiere su potencial para
diversas aplicaciones en la industria alimentaria.

Cermeno et al. (2022), caracterizaron los hidrolizados de proteinas obtenidos a
partir de harina de pupas de gusanos de seda (Bombyx mori) utilizando
preparaciones proteoliticas como Alcalase®, Prolyve®, Flavourzyme® y Brewers
Clarex®. En general, los hidrolizados de Alcalase y Prolyve tuvieron las actividades
antioxidantes de eliminacién de radicales libres més altas, segun las pruebas de
ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) y ABTS (2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)). ElI método ORAC mide la capacidad de los
antioxidantes para neutralizar radicales libres. Por otro lado, el ensayo ABTS evalla
la habilidad de un compuesto para eliminar el radical cation ABTS*. Sin embargo,
los hidrolizados de Flavourzyme y Brewers Clarex tuvieron una mejor actividad
antioxidante con la técnica FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), que mide la
capacidad de un antioxidante para reducir el ion férrico (Fe3*) a férrico (Fe?*) en
comparacién con los otros tratamientos demostrando ser una rica fuente de péptidos
antioxidantes capaces de ser liberados por medio de hidrdlisis enzimatica.

Villasefior et al. (2022), evaluaron las propiedades tecnofuncionales de la harina de
chapulin mexicano (Sphenarium purpurascens), como la solubilidad, la capacidad
de retencion de agua/aceite y las propiedades de la emulsién, con diferentes
pretratamientos térmicos (70, 80, 90 y 121 °C); también evaluaron el potencial
antiinflamatorio y antioxidante de sus hidrolizados de proteinas. Se determind que
presentaron interesantes propiedades tecnofuncionales que pueden ser (tiles
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durante la formulacion de productos alimenticios y también demostraron que los
hidrolizados tuvieron el potencial de inhibir las enzimas proinflamatorias, como
COX-2 e INOS, asi como propiedades antioxidantes. Esto da una nueva perspectiva
a la tecnologia alimentaria para estudiar mas a fondo y lograr obtener nuevos
ingredientes que puedan sustituir las fuentes de proteinas convencionales.

3. Justificacion

Con el aumento de la poblacion, aumenta la demanda proteica y con ello se impulsa
la busqueda de nuevas opciones supletorias para su obtencién. Los insectos
comestibles pueden ofrecer una alternativa de proteina respecto a las
convencionales, ademas de tener multiples ventajas para el medio ambiente, ya que
emiten menos gases de efecto invernadero, requieren menor cantidad de agua, bajo
uso de tierra y son eficientes al convertir piensos en proteina.

Por ello se decidi6 trabajar con Acheta domesticus, ya que se cria en condiciones
controladas en granjas y hasta el momento no se han reportado propiedades
tecnofuncionales y bioactivas en los hidrolizados de las proteinas del grillo, aunque
se han estudiado hidrolizados de proteinas de insectos como grillo de bandas
tropicales (Gryllodes sigillatus), mosca soldado (Hermetia illucens), pupas de
gusanos de seda (Bombyx mori), saltamontes mexicano (Sphenarium
purpurascens) y su posible uso como aditivos alimentarios.

4. Hipotesis

Si las proteinas y sus hidrolizados obtenidos a partir de A. domesticus pueden ser
considerados aditivos, entonces se espera que tengan por lo menos una propiedad
tecnofuncional (gelificante, emulsificante, espumante, estabilizante), y/o presentar
actividad antioxidante

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Evaluar las propiedades tecnofuncionales y bioactividad de las proteinas e
hidrolizados de A. domesticus obtenidas por via enzimatica.

5.2 Objetivos especificos

Extraer proteina soluble a partir de A. domesticus

Obtener los hidrolizados enzimaticos de proteina a partir de A. domesticus
Conocer las propiedades tecnofuncionales de los hidrolizados obtenidos
Analizar la actividad antioxidante de los hidrolizados de proteina
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6. Metodologia

6.1 Metodologia general

Materia prima: grillo (Acheta domesticus) :INSECT

NUTRITION

Reduccion de Desengrasado Extraccion de ‘ Hidrdlisis
tamano proteinas | enzimatica
e Ch0i €t al. (2017) %= A
ria Chico et al. (2016)*~ —— L__Cruz-lopez etal. (2022) ] Hall et al., (2016)*
Cuantificacién Determinacion Propiedades Bioactividad
de proteina de color tecnofuncionales
SOIUbIe ==——=Sakiroff et al. (2022)*~
——Lowry-Peterson (1977 Perfil
” 1,1.5y2% p/v
electroforético: vl *Determinacion de
T Tris-tricina polifenoles totales
Rendimiento ——Haider et al., (2012)—— C idad t Garrido-Cruz et al., (2023)*
de extractos Antonic et al., (2021)* = zapacidad esplimante =
+ » Estabilidad espumante st
T Mishyna et al. (2018) : . = Antioxidante
y Determinacion = Capacidad de emulsion . ABTS ket % TN
recuperacion de grado de Kim etal, (2021¢ | . jndice de actividad emulsificante Pt l“'z‘:l’;. .
de protein idrélisi Mishyna etal.(2018) . Eqtabilidad de emulsion * DPPH TSSisisusERals
P a hidrolisis - FRAP Benzie & Devaki, (2017)*

Kingwaschar: etal., 2021
— ~——Noman et al., (2018)—

Wishyaa etaly a019) * POrcentaje de coagulacion

*: con modificaciones

Figura 1 Metodologia general del trabajo de investigacion

6.2 Obtencion de harina desengrasada

La harina se obtuvo a partir de grillos adultos (Acheta domesticus) deshidratados
adquiridos de la empresa Insect in Nutrition (Apaseo el Grande, Guanajuato). Se
siguid la metodologia de Soria Chico et al. (2016) con algunas modificaciones. En
primer lugar, se llevé a cabo un proceso de limpieza que consistié en la eliminaciéon
manual de materia extrafla, como hojas y otros residuos, de los grillos
deshidratados. Posteriormente, los grillos se trituraron en una licuadora hasta
obtener un polvo, se paso por una malla del nimero 60, lo que asegura una textura
fina y firme, que se denomind harina de grillo.

Para eliminar la grasa, la harina de grillo se sometio a un proceso de desengrasado
de acuerdo con el método descrito por Choi et al. (2017) con algunas
modificaciones. Los lipidos se extrajeron utilizando hexano (Meyer, México) como
disolvente en una relacion de 1:5 (muestra-solvente). Las muestras se agitaron
durante 2 horas a 1150 rpm con hexano, posteriormente la harina desengrasada es
recuperada por filtracion y se realizo una recuperacion del disolvente mezclado con
la grasa extraida mediante destilacion; se agregd nuevamente el hexano
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recuperado. Este proceso se repitid 3 veces para eliminar la mayor parte de grasa
de los insectos.

Una vez completado el proceso de desengrasado, la harina se coloc6 en una
charola de aluminio a temperatura ambiente durante dos dias para eliminar el
disolvente remanente. Esta harina libre de grasa, se nombré harina de grillo
desengrasada (HGD).

6.3 Extraccion de proteinas

Se llevo a cabo siguiendo el procedimiento descrito por Cruz-Lopez et al. (2022B),
con algunas modificaciones. Se realizaron dos tipos de extraccion en diferentes pH
(7.5y 13) a partir de 7 g de HGD. Por ello, la primera extraccion se realizé en 50 mL
de una solucion de agua destilada ajustada a pH 7.5 con NaOH 0.1 N, mientras que
la segunda extraccién se llevo a cabo en 50 mL de una solucién de NaOH 0.5 N,
gue corresponde al pH 13. Ambas mezclas fueron agitadas en una parrilla de
agitacion (CORNING® PC-420D, Massachusetts, USA) durante 30 min a 1050 rpm.
Finalmente se realiz6 una centrifugacion (Velab PRO 8M, CDMX, México) a 2450 x
g durante 15 min, se recupero el sobrenadante (fraccion con la proteina soluble) y
el precipitado se desechd. Posteriormente, el sobrenadante de ambos extractos fue
ajustado a pH 7.5 con HCI 0.1 N y almacenado en refrigeracion (4°C) hasta realizar
las pruebas de hidrdlisis. Los extractos fueron etiquetados como proteina soluble
extraida pH 7.5y 13.

6.4 Condiciones experimentales

Las condiciones experimentales de este estudio se estructurd para investigar los
hidrolizados de proteinas de Acheta domesticus bajo diferentes condiciones. En el
proceso de extraccién de proteinas, se establecieron tres factores clave. En primer
lugar, se utilizdé el pH de extraccidon, con dos niveles especificos: 7.5 y 13. En
segundo lugar, se mantuvo constante la concentracion enzimatica a 30 pL/mL en
los tratamientos, mientras que en los controles la concentracion enzimatica fue cero.
Por dltimo, se considerd el tiempo de reaccion, realizando mediciones en cuatro
intervalos: 0, 30, 60 y 90 min. Estos factores y sus niveles son fundamentales para
evaluar la efectividad del proceso de extraccion y las propiedades de los
hidrolizados obtenidos. Las muestras se identificaron con las claves C7.5y T1-T3
para el pH 7.5,y C13 y T4-T6 para el pH 13, donde “C” denota el control y “T” las
muestras tratadas. La estructura del experimento se resume en la Tabla 1, la cual
detalla las condiciones experimentales y la identificacion de cada muestra. Este
disefio permitié un andlisis sobre como las variaciones en el pH de extraccion y el
tiempo de hidrdlisis afectan las caracteristicas de los hidrolizados.
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Tabla 1 Condiciones experimentales

., . . Clave de
pH extraccion Tiempo (min) Alcalasa (uL/mL) tratamientos

0 0 C75

= 30 30 T1
60 30 T2
90 30 T3
0 0 C 13
30 30 T4

e 60 30 T5
90 30 T6

6.5 Hidrdlisis de proteinas

Se determind siguiendo la metodologia de Hall et al. (2016) con modificaciones. Se
agrego una concentracion de enzima al 3% v/v enzima:sustrato, también se incluyo
un control para cada pH de extraccion de proteina. Todos los tratamientos fueron
hidrolizados con la enzima alcalasa 126741 (Sigma-Aldrich, USA) a 50 °Cy pH 7.5,
para lograr una actividad Optima de la enzima, de acuerdo con el proveedor. Al
finalizar la hidrdlisis, las muestras se calentaron a 90 °C durante 10 min para
inactivar la enzima. Posteriormente, todos los tratamientos fueron concentrados
utilizando una liofilizadora (Labconco FreeZone® 2.5, Houston, USA).

6.6 Determinacion del porcentaje de rendimiento de extraccidn y recuperacion de
proteina total

El porcentaje de rendimiento de extraccion se calculé como la relacion entre el peso
del concentrado extraido, tras el proceso de liofilizacion, y el peso inicial, de acuerdo
con la formula (1). El porcentaje de recuperacion de proteinas se calculé como la
proporcion de la proteina total extraida en relacién con la proteina presente en la
harina de insecto inicial, utilizando el método de Kjeldahl. Para los extractos, se
empled un factor de conversiéon de 6.25, mientras que para la harina de insecto se
utilizé un factor de 4.5, como se muestra en la férmula (2) (Kingwascharapong et
al., 2021)

peso concentrado liofilizado

% rendimiento de extraccion = *100 (1)

peso de harina

% proteina extractos

% recuperacion de proteina total = * 100 (2)

% proteina de harina
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6.7 Cuantificacion de proteina soluble

El andlisis se llevé a cabo siguiendo las modificaciones al método de Lowry
descritas por Peterson (1977). Se realizé tanto para todos los tratamientos, se
disolvio 1 g de muestra liofilizada y se disolvié en 1 mL de agua destilada y se
homogeneizaron 20 yL de cada muestra en 480 pL de agua destilada.

La reaccion se realizd mezclando 0.5 mL del reactivo A, preparado a partir de
soluciones de carbonato de tartrato-cobre, SDS y NaOH, en proporciones 1:1:1 los
detalles de la preparacion estan indicadas en el Anexo Ay 0.250 mL del reactivo B,
que consiste en una dilucion 1:1 del reactivo de fenol Folin-Ciocalteu (Fisons,
Loughborough, Reino Unido) con agua destilada. La mezcla se incubé a 30 °C
durante 10 min. Posteriormente, se afiadié 0.250 mL del reactivo B y se continud la
incubacion a 30 °C durante 30 min.

La absorbancia se midio con un espectrofotometro (Velab modelo VE-5000V) a una
longitud de onda de 750 nm, utilizando un blanco sin muestra como referencia. Las
concentraciones de proteinas se calcularon por interpolacién en una curva estandar,
preparada con una solucién de albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich, USA) en
concentraciones de 0.1 a 1 mg/mL (Anexo A).

6.8 Grado de hidrélisis (GH)

El GH se determiné de acuerdo con el método de Noman et al. (2018), con algunas
modificaciones. Se mezclaron 0.750 g de muestra con 25 mL de agua destilada y
se ajusto el pH a 7.0 utilizando una solucion de NaOH 0.1 N. Después, se afiadieron
5 mL de una solucién de formaldehido al 38% (v/v) y se dejo reposar durante 5 min
a temperatura ambiente. Finalmente, se realizd una titulacion de los hidrolizados
con una solucion estdndar de NaOH 0.1 N, hasta llegar a un pH final de 8.5. El
volumen de NaOH empleado durante la titulacion se utilizé para calcular la cantidad
de grupos amino libres presentes en la muestra. Se utiliz6 la formula 3 para
determinar el porcentaje de grupos amino libres.

mL de NaOH gastados en la muestraxNormalidad NaOH*14.007
4 ¥100 (3)

% grupos amino libres =
% grup peso de la muestrax1000

Por otro lado, se determind el % de nitrégeno total con el método de Kjeldahl, se
agregaron 0.5 g de muestra, 0.8 g de catalizador reactivo de Wieninger (Supelco,
USA) y 3 mL de &cido sulfarico (H2SO4) a un matraz Kjeldahl de 30 mL. Esta mezcla
se sometio a digestion bajo una campana de extraccion hasta que ya no se liberaron
vapores. Posteriormente, las muestras se transfirieron al destilador micro Kjeldahl
junto con 10 mL de agua destilada y se afiadieron 15 mL de hidroxido de sodio al
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40% (p/v). El amoniaco liberado se capturé en 10 mL de &cido bérico al 2% y tres
gotas del indicador Tashiro (solucion de rojo de metilo al 0.2% y azul de metileno al
0.1%), se recolectaron aproximadamente 10 mL del destilado. La titulacion se llevo
a cabo utilizando una solucion de HCI 0.1 N (Cruz-Lopez, 2020) y se calculo el
porcentaje de proteina cruda mediante la formula 4.

mL de HCl gastados en la muestrax 0.014* Normalidad HCl

% nitrégeno total = * 100 (4)

peso de la muestra

Una vez obtenidos el porcentaje de grupos amino libres y el porcentaje de nitrégeno
total después de la hidrdlisis, se determiné el grado de hidrdlisis (GH) utilizando la
férmula 5, que relaciona la proporcidén de grupos amino libres con el nitrégeno total.
El GH refleja la extension de la hidrélisis proteica, indicando cuantos grupos amino
se han liberado durante el proceso:

GH = % grupos amino libres + 100 (5)

% nitrégeno total

6.9 Perfil electroforético tris-tricina

Se realiz6 siguiendo la metodologia de Haider et al. (2012) con modificaciones,
preparando todas las soluciones con agua inyectable, la cual fue seleccionada
debido a su alta pureza y esterilidad. Su uso garantiza la ausencia de
contaminantes, endotoxinas y microorganismos, lo que resulta esencial para
asegurar la maxima precision y seguridad en los resultados. Se realizaron geles de
concentracion (4%) y de resolucién (20%) de acuerdo con la tabla 2. La mezcla del
gel de resolucion (20%) se vertié entre las placas de vidrio, dejando un espacio de
1 a 2 cm en la parte superior, el cual se llené con isopropanol al 70%. Una vez que
el gel de resolucién se polimerizo, utilizando tetrametiletilendiamina (TEMED) vy
persulfato de amonio (APS) como iniciadores, se retird el isopropanol y se vertio la
mezcla del gel de apilamiento (4%), insertando los peines para formar los pocillos.
Posteriormente, las placas con los geles se colocaron en la camara de
electroforesis, utilizando un buffer Tris-Tricina.

Las muestras fueron preparadas mezclando el buffer de carga, que contenia 100
mM de Tris-HCI (pH 6.8), 1% de SDS, 4% de 2-mercaptoetanol, 0.02% de
Coomassie Brilliant Blue (CBB) y 24% de glicerol, con la muestra en una proporcién
1:1, se realiz6 un calentamiento a 100 °C durante 5 min para desnaturalizar las
proteinas, y finalmente se cargaron las muestras y el marcador molecular (Thermo
Scientific, PageRuler Unstained Low Range Protein Ladder, Lituania) en los pocillos
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del gel. La electroforesis fue llevada a cabo con un voltaje constante de 100 V hasta
gue la linea base llego al final del gel. Una vez completada la electroforesis, los
geles se fijan con una solucion de glutaraldehido (Sigma- Aldrich, USA) al 5%
durante 30 min, se tifien con CBB (BioRad, USA) durante 20 min y se decoloran con
acido acético al 10% (v/v). Finalmente, los geles son analizados en un
fotodocumentador (BioRad, USA).

Tabla 2 Preparaciones de geles de electroforesis tris-tricina

Porcentaje de S(.)IUCi.én dg APS
acrilamida/bis- acrlla_m|d§jb|s— Buffer Tris _Agua TEMED 30 Volumen
acrilamidaien acrilamida 2.5M (mL) inyectable (uL) T total
29.1-30% (p/v) : (mL) (mL)
el gel (uL)
(mL)
Gel de
apilamiento 0.66 0.76 3.42 5 150 ~5
(4%)
Gel de
resolucion 6.67 3 0.07 10 100 ~10
(20%)

6.10 Determinacion de color

Las determinaciones se realizaron con un colorimetro Hunter Lab previamente
calibrado, siguiendo la metodologia de Sakiroff et al. (2022) con modificaciones. El
porta-muestra se llend y roté 90° en cada medicion, empleando una apertura de
19.1 mm, iluminante D65 y observador estdndar de 10°. Los resultados se
reportaron como valores promedio + DS de L*, a* y b*.

Ademas, se calculd el valor de AE segun Urbina et al. (2021), el cual indica la
diferencia de color percibida por el ojo humano. Segun esta escala, para AE* < 1
las diferencias de color no son apreciables; para 1 < AE* < 3 las diferencias son
minimas y para AE* > 3 las diferencias son obvias. El calculo se realizd6 segun la
formula 6.

AE = \/(Lz —Ly)? + (a; —ay)? + (b, — by)? (6)
Donde:

L., a;, by Son los valores medidos para los tratamientos, que indican la
luminosidad y el balance de color en las escalas verde-rojo y azul-amarillo.
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L., az, b,: Son los valores de referencia o control, con los cuales se comparan
los tratamientos.

6.11 Propiedades tecnofuncionales.

6.11.1 Propiedades espumantes

La capacidad de formacion de espuma (CFE) y la estabilidad de espuma (EFE) se
evaluaron siguiendo los métodos descritos por Antonic et al. (2021) y Mishyna et al.
(2019A). Para llevar a cabo las pruebas, las muestras (1, 1.5 y 2% p/v) se
dispersaron en 20 mL de un buffer de fosfatos (pH 7, 0.2 M) y se homogeneizaron
durante 90 s en un vaso de precipitados de vidrio de 150 mL utilizando un
espumador (Dallfoll, Alemania). La homogeneizacion se realizd a una velocidad de
aproximadamente 21000 rpm. Posteriormente, inmediatamente después de finalizar
la homogeneizacion, se midi6 el volumen de espuma utilizando una probeta
graduada de 100 mL.

CFE se calculo utilizando la férmula 7, donde Vr representa el volumen final en
diferentes tiempos después de la formacion de la espuma (mL) y Vo es el volumen
inicial de la muestra (mL).

CFE(%) = “== + 100 (7)
0

EFE (%) = ——+* 100 (8)

Eo

Por otro lado, EFE se evalu6 cada 5 min después de la formacion de espuma, y se
determind la estabilidad espumante utilizando la férmula 8, donde CFE,
corresponde a la capacidad de formacion de espuma en el tiempo 0 y CFE indica la
capacidad de formacion de espuma medida en los distintos tiempos posteriores
(cada 5 min).

6.11.2 Propiedades emulsionantes

El indice de actividad emulsionante (IAE) se determind siguiendo el método descrito
por Kim et al. (2021) con ligeras modificaciones. Las muestras (1, 1.5y 2% p/v) se
dispersaron en 20 mL de un buffer de fosfatos 0.2 M a pH 7 y se homogeneizaron
con 2 mL de aceite de canola durante 90 s utilizando un espumador (Dallfol,
Alemania). Aungue este equipo esta disefiado para incorporar aire, su uso es clave
en la emulsificacion, ya que mejora la dispersion del aceite en la fase acuosa. El
aditamento de amasado, que permite una mezcla mas homogénea, asegura la
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combinacion eficiente de las fases. La homogeneizacion se realizé a una velocidad
aproximada de 21000 rpm.

Para calcular el IAE, se tomaron 50 uL de la emulsidn inmediatamente después de
la homogeneizacion y se mezclaron con 10 mL de una solucion de dodecilsulfato de
sodio (SDS) (Sigma- Aldrich, USA) al 0.3% (p/v). A continuacion, se midié la
absorbancia a 500 nm utilizando un espectrofotometro (Velab, V-5000, CDMX,
México).

El IAE se calcul6 utilizando la formula 9 reportada por Zhang et al. (2021):

Ao*FD
10000 L+ 60 *C (9)

m2

IAE () = 2x 2303 x
En esta formula, 2 es el factor que representa las dos fases involucradas (agua y
aceite) en la interfaz de la emulsion, 2.303 ajusta las unidades de medida de la
absorbancia, A, representa la absorbancia en el tiempo 0, FD es el factor de dilucién
de la muestra (en este caso, 10000/50), 10000 se utiliza para convertir las unidades
de cm? a m?, L es la longitud de la celda (1 cm), 0 es la fraccién de aceite (2/22), y
C es la concentracion de la fase acuosa (g/cms).

La estabilidad de la emulsion se evalu6 utilizando el método descrito por Mishyna
et al. (2019A), con ciertas modificaciones. Para ello, se prepar6 la emulsion de
acuerdo con el procedimiento mencionado anteriormente para el IAE.
Inmediatamente después de formar la emulsion, se dispersaron 50 uL de la
emulsién en 10 mL de una solucion de dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0.3% (p/v).
Se midié la absorbancia a 500 nm en intervalos de tiempo de 5, 10, 15, 20, 30, 40,
50, 60, 90 y 120 min. La estabilidad de la emulsion se calcul6 utilizando la férmula
(20):

Estabilidad de la emulsién (%) = 5= X 100 (10)
0

Donde A, representa la absorbancia de la emulsion en el tiempo cero y A, es la
absorbancia de la emulsién en los diferentes tiempos de analisis.

6.11.3 Porcentaje de coagulacion

El porcentaje de coagulacion se determind de acuerdo con la metodologia de
Mishyna et al. (2019A) con algunas modificaciones. Las muestras (1, 1.5y 2% p/v)
se disolvieron en 10 mL de buffer de fosfatos (0.2 M, pH 7) y se agitaron durante 30
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min. A continuacion, se centrifugaron durante 25 min a una velocidad de 2450 x g y
se tomo un alicuota de 0.5 mL del sobrenadante y se afiadieron 2 mL del reactivo
de Biuret (Meyer, México). La mezcla se mantuvo en la oscuridad durante 30 min y
se determind la absorbancia a 540 nm. Posteriormente, el sobrenadante restante se
calenté a una temperatura de 85 + 2 °C durante 30 min. Después de enfriar el
sobrenadante, se repitid el procedimiento descrito anteriormente. Finalmente, se
calculé el porcentaje de coagulacion utilizando la formula 11:

Abs antes de calentar—Abs después de calentar

% de coagulacion = * 100 (11)

Abs antes de calentar

6.12 Bioactividad

6.12.1 Determinacién de polifenoles totales

La determinacion de polifenoles totales se realiz6 siguiendo el método descrito por
Garrido-Cruz et al. (2023), el cual emplea el reactivo de Folin-Ciocalteau para medir
el contenido total de polifenoles. Se realizo utilizando una solucion estandar de acido
galico (40-400 ppm). Los polifenoles fueron extraidos de 1 gramo de muestra
liofilizada resuspendida en 10 mL de agua destilada y luego se procedié a la
cuantificacion. Se mezclaron 500 pL de la muestra con 4.5 mL de agua destilada.
Posteriormente, se afiadieron 200 pL de reactivo Folin-Ciocalteau y 500 pL de
solucion saturada de Na2COs a los tubos. Después de homogeneizar con agitacion
suave, se adicionaron 4.3 mL de agua destilada. Tras una hora de reposo en la
oscuridad, se registro la absorbancia a 765 nm. La cantidad total de polifenoles se
determind en unidades de equivalentes de acido galico (mg equivalentes de acido
galico/g de muestra liofilizada) mediante interpolacidén con la curva patrén.

6.12.2 Actividad antioxidante

Las muestras liofilizadas (1 mg) se solubilizaron en 1mL de agua inyectable y se
agitaron durante 1 min. Todos los ensayos antioxidantes se realizaron en placas de
96 pocillos y se midieron en un espectrofotometro de microplacas (Epoch, BioTek
Instruments Inc., nUmero de serie: 15012719).

6.12.2.1 Método ABTS (Acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico))

El ensayo de ABTS se realiz6 siguiendo el procedimiento descrito por Kethawa y
Liceaga (2017), con ligeras modificaciones. Se preparé una solucion stock
disolviendo 7.4 mM de ABTS (Sigma-Aldrich, USA) en 2.45 mM de persulfato de
potasio (Sigma-Aldrich, USA) y se incub6 en la oscuridad a 25 °C durante 16 h. Para
la solucién de trabajo, se tomd una alicuota de 150 pL de la solucion stock y se
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diluy6 con 14 mL de buffer de fosfato 5 mM, ajustado a pH 7.4, hasta alcanzar una
absorbancia de 0.700 + 0.02 a 734 nm. Antes de cada ensayo, se prepar6 una nueva
solucion de ABTS.

Para la determinacién, se mezclaron 6 uL de muestra (1 mg/mL) con 294 uL de la
solucion de trabajo de ABTS, permitiendo la reaccion durante 10 min a 30 °C en
condiciones de oscuridad. La absorbancia se midié a 734 nm, utilizando un blanco
preparado con 6 pL de solvente en lugar de la muestra. Los resultados se
expresaron en umol de equivalentes Trolox (TE) por mg de muestra liofilizada.

Adicionalmente, se realizaron pruebas con concentraciones de muestra que
variaron entre 0.5y 1.5 mg/mL para calcular el ICso, que representa la concentracion
de muestra necesaria para inhibir el 50% del radical ABTS. Este valor se obtuvo
graficando el porcentaje de inhibicion del radical ABTS en funcion de las
concentraciones de muestra, para determinar el punto en el que se alcanzaba el
50% de inhibicion.

6.12.2.2 Método DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil)

El ensayo de DPPH se realiz6 siguiendo el método descrito por Nguyen et al. (2017).
Se mezclaron 100 pyL de muestra con 100 yL de agua y 25 pL de una solucion de
DPPH a 0.05 mM. Después de incubar durante 30 min a temperatura ambiente en
condiciones de oscuridad, se midié la absorbancia a 510 nm. Los resultados se
expresaron en ymol de equivalentes Trolox (TE) por mg de muestra liofilizada. Se
preparo un control de muestra sustituyendo la solucién de DPPH por 25 pL de agua
para la correccion de fondo. Adicionalmente, se llevaron a cabo pruebas con
diferentes concentraciones de muestra, desde 0.1 hasta 1.5 mg/mL, para calcular
el ICso, que representa la concentracion de muestra necesaria para inhibir el 50%
del radical DPPH. Los datos obtenidos se graficaron para determinar el valor de ICso
a partir del porcentaje de inhibicion del radical DPPH.

6.12.2.3 Método FRAP (Poder antioxidante de reduccién de iones férricos)

Se llevé a cabo el ensayo FRAP utilizando el método descrito por Benzie y Devaki,
(2017) con modificaciones. Se mezclaron 10 yL de muestra con 300 pL del reactivo
FRAP. Para la preparacion del reactivo de FRAP, se emple6 una solucion
amortiguadora de acetatos a 300 mmol/L, pH 3.6 (3.1 g de trihidrato de acetato de
sodio en 800 mL de agua, seguido de la adicion de 16 mL de acido acético glacial).
El pH se ajustd utilizando acido acético glacial o hidroxido de sodio 1 M y se
complet6 el volumen a 1 L con agua. Esta solucion se almacend a temperatura
ambiente maximo 1 mes.
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La solucién de 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) se preparo disolviendo 156 mg
de TPTZ en 50 mL de HCI 40 mmol/L y se almacend a 4 °C por un maximo de 2
semanas. Por otro lado, la solucion de cloruro férrico se prepar6 disolviendo 270 mg
de cloruro férrico hexahidratado en 50 mL de agua y se almaceno a 4 °C por un
maximo de 2 semanas.

El reactivo FRAP de trabajo se prepar6 mezclando 10 mL de la solucion
amortiguadora de acetatos (300 mmol/L, pH 3.6), 1 mL de la solucion de TPTZy 1
mL de la solucién de cloruro férrico; una vez preparado, se debe utilizar dentro de
las 3 h. Se recomend6 desechar la mezcla si se observaba un cambio de color azul,
lo que indicaba contaminaciéon con Fe?* libre. Posteriormente, la mezcla se incub6
durante 4 min a 37 °C en condiciones de oscuridad y se midio la absorbancia a 593
nm. Los resultados se expresaron en pmol de equivalentes Trolox (TE) /mg de
muestra liofilizada.

7. Resultados y discusién

7.1 Rendimiento de extractos, recuperacion de proteina, cuantificacion de proteina
soluble y grado de hidrdlisis

En la tabla 3 se presentan los resultados de rendimiento de extractos, recuperacion
de proteina, concentracion de proteina soluble y grado de hidrdlisis (GH) para los
diferentes tratamientos a pH de extraccion 7.5y 13.

En el rendimiento de extraccién, se observdé que los valores mas bajos se
presentaron en pH 7.5, mostrando diferencias significativas (p < 0.05) en
comparacién con los tratamientos a pH 13. El tratamiento T3 alcanzé el mayor
rendimiento, con un 9.72%, mientras que el control (C7.5) mostré el valor mas bajo,
con un 3.31%. Esta variacién podria estar relacionada con la solubilidad de las
proteinas, ya que existe una correlacion directa entre el rendimiento de sélidos y el
grado de hidrdlisis. En contraste, las muestras tratadas a pH 13 mostraron un
aumento significativo (p < 0.05) en los rendimientos de extracciébn en comparacion
con pH 7.5, independientemente del tiempo de hidrdlisis. EI mayor rendimiento a
este pH se obtuvo en el tratamiento T6, con un 28.62%, en comparacioén con el
control (C13), que alcanz6 un 22.33%. En cuanto a la recuperacion de proteina total,
se observo que a medida que aumentaba el grado de hidrolisis, también lo hacia el
porcentaje de recuperacion. Los tratamientos T3 y T6 presentaron los mayores
valores, con 2.35% y 9.04%, respectivamente. Cruz-Lépez (2022A), obtuvo un
mayor valor de recuperacion de proteina a partir de A. domesticus extraida por
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alcalinizacion (11.29%). Estos resultados sugieren que al neutralizar el pH se pierde
solubilidad en las proteinas extraidas a pH 13 y por ende se obtiene una menor
recuperacion de proteina total, ademas las proteinas en entornos alcalinos mejoran
significativamente su solubilidad, lo cual podria atribuirse a la ionizacion de
aminoacidos acidos (como acido glutdmico y aspartico) y neutros (como tirosina,
cisteina, glicina y alanina) presentes en las proteinas (Mintah et al., 2020). Los
resultados de solubilidad y rendimiento son consistentes con otros estudios, que
indican que la tasa de extraccion de proteinas solubles de insectos aumenta en
condiciones alcalinas (da Silva Lucas et al., 2020).

Tabla 3 Rendimiento de extractos, recuperacion de proteina, cuantificacion de
proteina soluble y grado de hidrdlisis a partir de extractos en Acheta domesticus

Clave de % Rendimiento % Recuperacion Proteina soluble %Grado de
tratamiento extractos de proteina (mg/mL) hidrélisis
C7.5 3.31+0.09" 1.69+0.03¢ 8.96 + 0.03 " 60.63+1.01°¢
T1 3.70+0.04 ¢ 2.02+0.01F 9.34+0.02 © 62.84 +0.09 ©
T2 8.65+0.12F 214 +£0.03F 10.50 £ 0.07 F 82.90+1.82°8
T3 9.72+0.11F 2.35+0.03F 11.60 +0.03 F 86.95 + 0.244
Ci13 22.33+0.07° 8.14+0.09° 53.14 £0.21° 28.25+0.07 ©
T4 22.74+£0.28 ¢ 8.33+0.01°¢ 56.54+ 0.15 ¢ 36.88 £ 0.07 F
T5 26.69 £ 0.07 B 8.63+0.02°B 59.10+£0.108 50.33+0.28 F
T6 28.62 £0.11 A 9.04 £0.04 A 62.30 £ 0.26 A 56.30 £ 0.54 P

Cada valor se expresa como la media (n=3) + DS; letras diferentes indican diferencias significativas
(p <0.05) entre los tratamientos de cada columna.

De forma general se observa un incremento en la concentracion de proteina soluble
a medida que aumenta el tiempo de hidrélisis en ambos pH’s de extraccion. Los
tratamientos a pH 13 muestran una concentracion de proteina soluble
significativamente mayores (p<0.05) en comparacion con pH 7.5, lo que sugiere una
mayor eficiencia de extraccion en condiciones alcalinas. Este patrén concuerda con
el reportado por Hall et al. (2016), quienes observaron que tratamientos con una
mayor concentracion de enzima y tiempos de hidrolisis presentan una mayor
concentracion de proteinas solubles, ya que ellos evaluaron distintas
concentraciones de enzima (1, 2 y 3% v/v enzima:sustrato) con distintos tiempos de
hidrolisis (30, 60 y 90 min.) Por otro lado, Cruz-Lopez (2022A), observé que las
proteinas de A. domesticus presentan la mayor solubilidad a valores de pH basicos,
siendo 13, donde hay mayor solubilidad de complejo de proteinas presentes en este
insecto.
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El GH es un parametro importante en la hidrdlisis enzimatica de proteinas, ya que
influye directamente en la generacion de péptidos con propiedades funcionales y
bioactivas (Chalamaiah et al., 2012). Algunos autores han demostrado que el GH
varia en funcion del namero total de aminoacidos en el sustrato inicial, tipo de
extraccion, enzima utlizada, lo cual puede causar variaciones entre lotes y
tratamientos (Hall et al., 2018; Cermefio et al., 2022).

Los tratamientos realizados a pH 7.5 mostraron un GH mayor y estadisticamente
diferente (p<0.05) a los tratamientos en pH 13. El incremento en el grado de
hidrolisis (GH) podria explicarse por una menor concentracion de proteina soluble
en el sustrato, lo que, a pesar de la menor cantidad total de proteina disponible,
permite que las enzimas trabajen mas eficientemente. Al haber menos proteina, las
enzimas pueden acceder mas facilmente a los enlaces peptidicos, reduciendo la
competencia por sitios de accién y facilitando la ruptura de dichos enlaces. En
particular, el tratamiento T3, que tuvo el mayor tiempo de hidrélisis enzimética,
mostro un incremento significativo, alcanzando un méaximo de 86.95%. Por otro lado,
el control C7.5 presentd el menor valor entre los tratamientos bajo las mismas
condiciones de pH, con un 60.63%, a pesar de que no se agrego enzima, este grado
de hidrdlisis podria estar relacionado a las proteinas extraidas, que posiblemente
fueron fracciones de bajo peso molecular que presentaron un mayor nimero de
grupos amino disponibles, lo que contribuye a un cierto grado de hidrdélisis aun en
ausencia de enzima, por otro lado, al agregar enzima en los tratamientos, ésta va a
empezar a hidrolizar las proteinas presentes en la muestra y a mayor tiempo de
hidrolisis va a haber una mayor ruptura de enlaces peptidicos, esto coincide con lo
reportado por Hall et al. (2016) donde estudiaron el efecto del tiempo de hidrélisis y
la concentracion de alcalasa sobre el grado de hidrdlisis en proteinas, utilizando
concentraciones enzimaticas de 1, 2 y 3% v/v (enzima:sustrato) en tiempos de 30,
60 y 90 min, el estudio mostré6 que un incremento tanto en la concentracion de
enzima como en el tiempo de hidrdlisis produce un aumento significativo en el grado
de hidrdlisis, debido a la actividad de la enzima sobre los enlaces peptidicos. Este
sistema evidencia como el control de estos parametros puede ser crucial para
ajustar el nivel de hidrdlisis segun las propiedades funcionales deseadas en los
hidrolizados proteicos.

Los tratamientos a pH 13 mostraron un menor grado de hidrdlisis. El tratamiento T6,
con el mayor tiempo de exposicion a la hidrélisis enzimatica, alcanzé un 56.30%,
significativamente superior (p<0.05) al control (C13), que mostré un 28.25%. Este
comportamiento podria estar influenciado por los posibles cambios
conformacionales inducidos por el pH elevado, (Mishyna et al., 2019B), la alta
concentracion de proteinas en las muestras, posiblemente de mayor peso
molecular, el ajuste del pH generd sales, podrian resultar en que las proteinas
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fueran menos susceptibles a la accién enzimatica. Segun Pérez y Cordoba (2014),
concentraciones de NaOH, como 0.25 M, facilitan el acceso de las enzimas a las
proteinas, mejorando la eficiencia de la hidrélisis, sin embargo, concentraciones
mas elevadas pueden desnaturalizar en exceso las proteinas y degradar
componentes estructurales, lo que limita su disponibilidad para ser hidrolizadas. Por
lo tanto, aunque el tiempo de exposicion aumente el grado de hidrdlisis, la estructura
de las proteinas podria estar limitando la eficacia del proceso.

7.2 Perfil electroforético

La Figura 2 presenta el perfil electroforético de las proteinas extraidas, revelando
diferencias significativas entre los tratamientos a distintos pH. El tratamiento a pH
7.5 (C7.5) muestra una amplia gama de bandas que varian de 3.4 a 30 kDa, lo que
indica una mayor diversidad en la composicion proteica y sugiere la generacion de
un espectro mas amplio de hidrolizados de menor tamafio. En contraste, el
tratamiento a pH 13 (C13) exhibe bandas predominantes por encima de 30 kDa. El
punto isoeléctrico de la mayoria de las proteinas de Acheta domesticus se sitla
alrededor de pH 4.2 (Cruz-Lopez, 2022). A pH 13, las proteinas estdn mas
ionizadas, lo que favorece su solubilidad, pero esto no garantiza un mayor grado de
hidrolisis, ya que las proteinas de mayor peso molecular son generalmente menos
susceptibles a la accién enzimatica. Por otro lado, a pH 7.5, las proteinas se
encuentran mas cerca de su punto isoeléctrico, lo que reduce su solubilidad y, en
consecuencia, puede limitar la diversidad de hidrolizados generados en
comparacién con las condiciones alcalinas. Por otro lado, los tratamientos con
hidrélisis enzimatica muestran una clara tendencia a la reduccion de los tamafios
de los péptidos en comparacion con los controles, lo que indica que se han
generado péptidos mas pequefios. Sin embargo, las bandas en todas las muestras
aparecen difusas, lo que podria deberse tanto a la presencia de sales como a la
existencia de péptidos con pesos moleculares similares, dificultando su resolucién.
Este comportamiento es consistente con lo reportado por Kristinsson y Rasco
(2000), quienes sefialaron que un mayor grado de hidrélisis se traduce en la
produccion de péptidos de menor peso molecular.
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Figura 2 Geles de electroforesis tris- tricina al 20%
El carril M corresponde al marcador de peso molecular; C7.5=control pH 7.5, T1=pH 7.5,

30 min; T2=pH 7.5, 60 min; T3=pH 7.5, 90 min; C13=control pH 13; T4=pH 13, 30 min;
T5=pH 13, 60 min; T6=pH 13, 90 min.

7.3 Determinacién de color

En la Tabla 4 se pueden observar los parametros de color CIELab* y la influencia
gue tienen el tiempo en la hidrélisis y pH de extraccion en los parametros de color
L*, a* y b*. Para esta determinacion, se estandariz6 la concentracion de proteina, lo
gue permite realizar comparaciones mas precisas entre las muestras. Estos
pardmetros son fundamentales para comprender la percepcion del color en las
muestras y proporcionan informacién sobre los cambios en el color de las muestras
durante el proceso de hidrdlisis.

En todos los tratamientos se observo una disminucion en los valores de L*
(luminosidad) conforme aumentaba el tiempo de hidrélisis, con diferencias
significativas (p<0.05) respecto a sus respectivos controles. Esto sugiere que los
hidrolizados tienden a perder luminosidad, resultando en muestras mas oscuras,
mientras que la reduccion en los valores de a* y b* refleja la pérdida de tonalidades
rojizas y amarillas. En las muestras a pH 7.5, los tratamientos T1, T2 y T3 son
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significativamente diferentes (p<0.05) a los parametros del control (C7.5) que tiene
valores de L* de 23.32 = 0.15, a* de 11.98 + 0.06 y b* de 24.33 £ 0.35. Los
hidrolizados a pH 7.5 resultaron mas claros, aunque menos luminosos que el
control, posiblemente debido a la extraccion de proteinas de bajo peso molecular
(<30 kDa), lo que influiria en el perfil colorimétrico. En general, la hidrolisis
enzimatica parece alterar la estructura proteica, afectando tanto su solubilidad como
sus propiedades de color.

En las muestras a pH 13, se observaron cambios menos pronunciados en los
parametros de color entre los tratamientos T4, T5, T6 y el control (C13), aunque
hubo una disminucién en los valores de L* con el aumento del tiempo de hidrdlisis.
Esto sugiere que, si bien el control exhibe un perfil colorimétrico diferente al de los
tratamientos, las variaciones en los valores de a* y b* son menores. Esto podria
indicar que el efecto del pH alcalino en la percepcion del color es menos significativo
en comparacion con pH neutro. Ademas, la diferencia en los cambios de color puede
estar relacionada con las proteinas extraidas a pH 13, ya que es probable que se
obtengan proteinas de mayor peso molecular (>30 kDa), lo que limitaria las
variaciones en los pardmetros colorimétricos.

Es interesante notar que las muestras de control a pH 7.5 muestran valores mas
bajos de La*b* en comparacion con las muestras de control a pH 13, lo que indica
una diferencia inicial en el color entre los dos pH, posiblemente atribuible a las
propiedades intrinsecas de los componentes presentes en las muestras a diferentes
pH.

La variacion total del color, representada por el parametro AE, muestra un aumento
significativo a medida que avanza el tiempo de hidrélisis en ambas condiciones de
pH. Esto subraya que el proceso de hidrdlisis conduce a cambios perceptibles en el
color de las muestras, independientemente del pH del medio y destacando la
influencia crucial de la concentracion de proteinas. También se puede observar que
no hay cambio en AE en los tratamientos T2 y T3, lo que indica que no hay efecto
en los cambios de color después de 90 min de hidrodlisis en los extractos a pH 7.5.
Este resultado sugiere que, a pesar del alto grado de hidrélisis en estos
tratamientos, la liberacion de cromoéforos que alteren los parametros de color es
limitada. Algunos autores indican que los cambios de color pueden atribuirse a
varios factores. En condiciones de pH extremas, ya sea muy acidas o alcalinas, las
proteinas pueden desnaturalizarse, lo que altera tanto su estructura terciaria como
cuaternaria. Esta desnaturalizacion expone cromaéforos internos, es decir, grupos
que absorben luz y que normalmente permanecen ocultos, o que resulta en una
modificacién del color de la proteina (Santos, 2009). Ademas, el proceso de
hidrolisis podria llevar a la separacion de estos cromo6foros. También la posible
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agregacion de los hidrolizados podria cambiar la dispersién de luz al reducir el
tamafo de separacion entre las moléculas (Kim et al., 2020B).

Tabla 4 Parametros del color de proteinas hidrolizadas de Acheta domesticus

Tratamientos L* a* b* AE
C7.5 23.32+0.158 11.98 £ 0.06 A 24.33+0.3547 O
T1 9.36 +0.17F 0.99+0.06F 7.28+0.22F 24.63 ’
T2 13.33+0.01F 3.05+0.08 P 10.79 + 0.37 BC 19.04 ‘
T3 13.47+£0.12F 259+0.12F 9.86 +0.58°P 19.86 ‘
C13 29.67 +0.14 A 6.66 + 0.06 B 11.26 £0.16 8 ﬁ
T4 14.5+0.06 P 6.54 +0.24 B 10.25+0.51 ¢P 15.20 O
T5 10.53+0.13E 403+0.20°¢ 7.43+ 0.27F 19.69 O
T6 15.42+0.18 ¢ 6.37+0.17 B 10.90 + 0.36 BC 14.26 O

Todos los valores estan expresados en porcentaje en el extracto crudo liofilizado. Cada valor se
expresa como la media (n=3) + DS; letras diferentes indican diferencias significativas (p <0.05)
entre medias entre cada tratamiento.

En base a los resultados obtenidos, se seleccionaron los hidrolizados de los
tratamientos C7.5, T2, T3, C13, T5 y T6 para evaluar sus propiedades
tecnofuncionales y antioxidantes. Los tratamientos T1 y T4 fueron excluidos, ya que
presentaron los valores mas bajos en cuanto a los principales parametros
evaluados, como rendimiento de extractos, recuperacion de proteina y grado de
hidrolisis. Esto se atribuye a su menor tiempo de hidrdlisis, lo que limitdé su
rendimiento en comparacion con los otros tratamientos. Ademas, T1 no mostré
diferencias significativas con respecto a C7.5 en varios de estos aspectos.
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7.4 Propiedades tecnofuncionales

7.4.1 Capacidad de formacion de espuma

La capacidad de formacion de espuma (CFE) es una propiedad importante en la
evaluacion funcional de los hidrolizados de proteinas, influenciada por factores
como la estructura de los péptidos y las condiciones de procesamiento. Diversos
estudios han demostrado que la capacidad espumante varia significativamente
entre diferentes fuentes proteicas, lo que refleja la importancia de optimizar las
condiciones de hidrdlisis para mejorar esta caracteristica (Pan et al., 2022).
Analizando los datos de A. domesticus (Grafico 1), se observa una variacion
significativa (p<0.05) entre la concentracion de las muestras y la capacidad de
formacion de espuma en diferentes tratamientos. Se observa que conforme
incrementa el grado de hidrdlisis, la capacidad de formacién de espuma tiende a
disminuir.

En los tratamientos con extraccion a pH 7.5, el tratamiento T2 (82.8% GH) mostro
valores de capacidad de formacion de espuma (CFE) que oscilaron entre 10.33% y
14.66%, sin diferencias significativas (p>0.05) entre las concentraciones al 1.5% y
2%, donde se observaron los valores mas altos. En el tratamiento T3 (86.9% GH),
los valores de CFE variaron de 5.33% a 12%, alcanzando el valor méas alto en la
concentracion al 2%. En contraste, el control (C7.5) presentd valores
significativamente superiores, con un intervalo de 35.83% a 57.5%, obteniendo el
méximo en la concentracion al 2%.

Por otro lado, en los tratamientos con extraccion a pH 13, el tratamiento T5 (50.3%
GH) mostr6 un intervalo de CFE entre 10.83% y 24.66%, siendo el valor maximo en
la concentracién al 2%. El tratamiento T6 (56.3% GH) presento valores de 10.83%
a 16.66%, también alcanzando su valor mas alto en la concentracion al 2%. En
cuanto al control (C13), se observaron valores excepcionalmente altos de CFE, con
un intervalo de 260.33% a 315%, donde el valor mas alto se presentd en la
concentracion al 1%.

Asimismo, se evaluo la harina desengrasada, la cual presenté un GH de 7.8%, lo
gue podria estar relacionado con la reduccién del tamafio del insecto y la liberacién
de microorganismos con actividad proteolitica, asi como la presencia de enzimas,
tal como sugiere Pinto-Tomas et al. (2007). La harina alcanz6 un valor de 14.16%
de CFE sin diferencias significativas (p>0.05) entre las concentraciones evaluadas,
y en algunos casos incluso fue mas alta que algunos tratamientos con hidrolisis
enzimatica.
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En general, los tratamientos con mayor GH tendieron a mostrar menores valores de
CFE. Ademas, se observé que a medida que aumentaba la concentracion de la
muestra, también lo hacia la CFE. Sin embargo, esta tendencia fue diferente en el
control C13, donde el aumento en la concentracion resultd en una disminucion de
la CFE, podria estar relacionado tanto con la presencia de sales (como NaCl) como
con el grado de hidrodlisis y agregacion proteica (Zhang et al., 2024). En sistemas a
pH elevados, las proteinas pueden sufrir desnaturalizacion y una mayor exposicion
de grupos hidrofébicos. Esto, junto con la presencia de sales, puede provocar
agregacion de las proteinas, lo que disminuye su capacidad para estabilizar las
burbujas de aire. Al contrario de los tratamientos con menor grado de hidrolisis (T5
y T6), en los que las proteinas parcialmente hidrolizadas tienen mejor capacidad de
interfacialidad y, por tanto, mayor capacidad espumante con el aumento de
concentracion, en el control (C13), las proteinas posiblemente estan demasiado
desnaturalizadas o agregadas, lo que reduce la CFE al incrementar la
concentracion.

Estos resultados sugieren que los cambios en las propiedades funcionales de las
proteinas, como la capacidad de formacion de espuma, estan estrechamente
relacionados con la alteracibn de su carga superficial, su hidrofobicidad, y la
distribucion de su peso molecular, factores clave que influyen en el comportamiento
de las proteinas en sistemas funcionales (Mishyna et al., 2019B). Ademas, son
congruentes con hallazgos previos que establecen una relacion entre el grado de
hidrolisis (GH) y la capacidad de formacion de espuma. Hall et al. (2016),
investigaron harinas de Gryllodes sigillatus e hidrolizados de ésta, alcanzando una
capacidad de formacion de espuma del 150% con un GH de 26.1%. En
comparacién, los tratamientos que lograron un GH de 42-52% presentaron
capacidades de espuma de entre 115 y 98%, respectivamente. Estos resultados
sugieren que la relacion entre GH y capacidad de formacién de espuma es compleja
y no lineal, dependiendo del tipo de proteina y las condiciones de hidrdlisis.
Asimismo, Villasefior et al. (2022), evaluaron harinas de chapulin mexicano
(Sphenarium purpurascens), comparando muestras no procesadas y procesadas
térmicamente a diversas temperaturas (70 °C, 80 °C, 90 °C y 121 °C). La harina no
procesada presentd la mayor capacidad de formacion de espuma (60%), atribuida
a un balance favorable de aminoacidos hidrofébicos e hidrofilicos en la proteina
nativa, lo que contribuye a la estabilidad de la espuma. En contraste, las harinas
procesadas a 70 °C mostraron una notable disminucién en la actividad espumante,
resultado de la desnaturalizacion de proteinas y la reduccion de sitios hidrofébicos.
Finalmente, las harinas procesadas a 121 °C exhibieron la menor capacidad
espumante, con valores inferiores al 10%, debido a la severa desnaturalizaciéon
provocada por el tratamiento térmico extremo.
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Grafico 1 Capacidad de formacion de espuma de los hidrolizados obtenidos a partir de
Acheta domesticus.
Cada valor se expresa como la media (n=3) £ DS. Letras diferentes indican diferencias
significativas (p < 0.05) entre los tratamientos dentro de la misma concentracién. Los
asteriscos (*) sefialan los mayores valores y diferencias significativas (p < 0.05) entre
diferentes concentraciones para un mismo tratamiento evaluado.

La estabilidad de espuma en las diferentes concentraciones de estudio se presenta
en los gréficos 2, 3y 4. Se observa un comportamiento similar a los resultados de
capacidad de formacién de espuma, en el cual existe una relacion entre GH y EFE.
Los tratamientos con un alto grado de hidrdlisis tienden a ser menos estables en
comparacion con aquellos con un menor GH. En particular, el tratamiento mas
estable es el control pH 13 (C13) con una EFE superior al 90% durante 40 min en
las diferentes concentraciones, esto podria deberse principalmente al bajo GH que
obtuvo (28.2%) y por ende al tamafio aparente de la proteina que fue mayor de 30
kDa. Algunos autores han indicado que este comportamiento puede explicarse por
la presencia de proteinas y péptidos, que son esenciales para la formacién y
estabilizacion de la espuma (da Silva Lucas et al., 2020). A mayores
concentraciones, las interacciones moleculares entre las proteinas se intensifican,
promoviendo una estructura tridimensional mas robusta y mejorando la estabilidad
de la espuma (Khaled et al., 2014). Ademas, el incremento de la concentracion de
los hidrolizados puede contribuir a atrapar y retener las burbujas de aire, evitando
su coalescencia y mejorando asi la estabilidad de la espuma (Liceaga-Gesualdo y
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Li-Chan, 1999). Sin embargo, el GH de los tratamientos pudo haber llevado a la
pérdida de esta capacidad. Es importante considerar que el tipo de proteina extraida
y su contenido de aminoacidos también influyen en la estabilidad de la espuma. Los
aminoacidos hidrofébicos tienden a interactuar con las interfaces aire-liquido,
estabilizando la burbuja de aire, mientras que los aminoacidos hidrofilicos ayudan a
mantener la solubilidad de la proteina en solucién acuosa, lo que facilita la creacion
de espuma. Por lo tanto, las variaciones en la composicion y la estructura de los
hidrolizados resultantes pueden afectar significativamente sus propiedades
espumantes.

Es importante sefalar que los resultados obtenidos pueden variar
considerablemente segun la naturaleza de las proteinas involucradas. Por ejemplo,
Hall et al. (2018) analizaron harina de grillo tropical anillado, utilizando distintas
concentraciones de alcalasa (1,2 y 3% v/v enzima:sustrato), donde reportaron
variaciones en la estabilidad de la espuma tras 60 min de evaluacién. El control
presentd una estabilidad del 90%, mientras que los tratamientos con
concentraciones mas altas de enzima mostraron una estabilidad significativamente
menor, entre el 30% y el 50%. Por otro lado, el tratamiento con la mayor CFE
alcanz6 un 150%, pero su estabilidad fue solo del 35%. Estos resultados indican
gue, aunque una alta capacidad de formacion de espuma puede ser favorable, la
estabilidad de la espuma depende en gran medida de la estructura y las
interacciones de los péptidos generados durante la hidrolisis.

Por otro lado, Villasefior et al. (2022), encontraron que la harina no procesada de
chapulin mexicano mantenia una alta estabilidad de espuma, alrededor del 90%, lo
gue indica que la harina preserva su CFE a lo largo del tiempo (30 min). En
contraste, las harinas procesadas a 121 °C exhibieron una estabilidad de espuma
superior (90%), a pesar de su limitada capacidad de formacion de espuma. Esto
sugiere que, aunque la CFE es restringida, la espuma que se genera tiende a ser
mas estable bajo condiciones de procesamiento térmico extremas.
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Gréfico 4 Estabilidad de formacion de espuma en concentraciones de 2% de hidrolizados
obtenidos a partir de Acheta domesticus.
Cada valor se expresa como la media (n=3) + DS.

7.4.2 Capacidad de emulsion
7.4.2.1 indice de actividad emulsionante

La actividad emulsionante es una propiedad crucial de los hidrolizados de proteinas
y es evaluada a través del indice de actividad emulsionante (IAE), que se expresa
en m?/g. El IAE mide la eficacia de las muestras para estabilizar emulsiones al
interactuar con las interfaces agua-aceite, por lo que a mayor sea el valor mejor
actividad presentara. Los resultados indican los valores se ve influenciado tanto por
el grado de hidrélisis (GH) como por las condiciones de procesamiento. A medida
gue el GH aumenta, el IAE tiende a disminuir, lo que sugiere que la fragmentacion
proteica afecta su capacidad para formar y estabilizar emulsiones. Ademas, el pH
de extraccion desempefa un papel clave: a pH 7.5 se obtuvieron hidrolizados de
menor peso molecular, mientras que a pH 13 se generaron péptidos mas grandes,
lo que impacta directamente en sus propiedades emulsionantes.
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Gréfico 5 indice de actividad emulsionante de los hidrolizados obtenidos a partir de
Acheta domesticus.
Cada valor se expresa como la media (n=3) £ DS. Letras diferentes indican diferencias

significativas (p < 0.05) entre los tratamientos dentro de la misma concentracion. Los
asteriscos (*) sefialan los mayores valores y diferencias significativas (p < 0.05) entre
diferentes concentraciones para un mismo tratamiento evaluado.

Los valores observados en los hidrolizados de A. domesticus en relacion con el IAE
(gréfico 5), indican el mismo comportamiento entre todos los tratamientos. A medida
gue aumento la concentracion de muestra se incremento el IAE, lo cual se puede
explicar en base a lo reportado por Hirsch et al. (2019), quienes destacaron que la
proteina soluble de grillo contribuye a estabilizar emulsiones de aceite en agua,
formando fracciones estables. Como resultado, los mayores valores de IAE se
observaron con una concentracion de muestra del 2% en todos los tratamientos,
tanto a pH 7.5 como a pH 13.

En los tratamientos a pH 7.5, el tratamiento T2 (82.8% GH) presento valores de IAE
entre 0.036 y 0.056 m?/g, mientras que el tratamiento T3 (86.9% GH) mostré un
intervalo de 0.044 a 0.065 m?/g. Estos valores son inferiores al control (C7.5, 60.6%
GH), que tuvo un IAE de 0.104 a 0.174 m?/g, probablemente debido al mayor grado
de hidrdlisis en T2 y T3, lo cual reduce la capacidad emulsionante. La harina
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desengrasada (7.8% GH) mostré un IAE de 0.065 a 0.100 m?/g, siendo también
superior a los tratamientos enzimaticos.

En los tratamientos a pH 13, T5 (50.3% GH) presento valores de IAE entre 0.063 y
0.156 m?g, mientras que T6 (56.3% GH) mostro valores de 0.066 a 0.196 m3/g. El
control (C13, 28.2% GH) tuvo un intervalo superior, de 0.117 a 0.429 m?/g. Aunque
los hidrolizados superaron a la harina, se mantuvieron por debajo del control. Estos
resultados subrayan la importancia del grado de hidrdlisis y la composicion de
aminoacidos (hidrofébicos e hidrofilicos) en la optimizacion de la capacidad
emulsionante de los hidrolizados de proteina.

Varios estudios han reportado resultados similares. Hall et al. (2016) evaluaron el
IAE y su estabilidad tras 90 minutos de hidrdlisis con alcalasa en harina de grillo
tropical anillado, concluyendo que a niveles altos de hidrdlisis la capacidad
emulsionante puede verse comprometida debido a la fragmentacion excesiva de los
péptidos, lo que reduce su eficacia en la interfase agua-aceite. La mayor estabilidad
podria deberse a emulsiones mas compactas y resistentes a la coalescencia.
Villasefior et al. (2022) observaron que la harina sin procesar de chapulin mexicano
(Sphenarium purpurascens) presentd el mayor IAE (52.2%), mientras que las
harinas procesadas térmicamente mostraron valores mas bajos, probablemente
debido a la desnaturalizacion o fragmentacion proteica por el calor.

En los graficos 6, 7 y 8, se presenta la estabilidad de la emulsion evaluada a los 120
min en las distintas concentraciones de muestra. Los resultados muestran que, a
medida que aumenta la concentracién de los hidrolizados en la emulsion, también
lo hace su estabilidad. Con una concentracion de 1%, el tratamiento con mayor
estabilidad después de 120 min fue T2, con 48.6%, mientras que los tratamientos
menos estables fueron los tratamientos T3, C 13, T5 Y T6, con valores por debajo
del 10%. Los tratamientos con los valores mas altos correspondieron a C13 en
concentraciones de 1.5 y 2% de muestra, con una estabilidad de 50 y 60%,
respectivamente. En contraste, el tratamiento con los valores mas bajos fue T6, con
4y 27% de estabilidad, para las mismas concentraciones. Estos resultados pueden
atribuirse a un incremento en la concentracién de hidrolizados, lo cual genera un
mayor contenido de péptidos que actian como emulsionantes naturales. Estos
péptidos reducen la tension interfacial entre las fases de la emulsion, facilitando asi
la formacion y estabilizacion de las gotas de aceite en la fase acuosa (Yan et al.,
2020). Ademas, las proteinas poseen grupos estructurales hidrofilicos e
hidrofobicos, que pueden favorecer la estabilizacion de emulsiones (Abdullah et al.,
2020). A concentraciones mas altas, las interacciones entre las moléculas de
proteinas se intensifican, formando una pelicula mas resistente alrededor de las
gotas de aceite. Estas interacciones incluyen enlaces covalentes y electrostaticos,
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que refuerzan la estructura de la emulsion y minimizan la coalescencia (Zhu et al.,
2020). Otro factor por considerar es la posible formacion de agregados debido a la
interaccion entre proteinas desnaturalizadas y aquellas unidas en la superficie de
las gotas de emulsion. Estos agregados contribuyen a la estabilidad a través de
interacciones entre el area interfacial, reforzando la matriz de la emulsion y
aumentando su resistencia a la coalescencia (Tao et al., 2022).

El aumento en la estabilidad de la emulsién en presencia de hidrolizados obtenidos
a partir de A. domesticus sugiere una relacion directa con los péptidos que se
obtuvieron (cantidad, peso molecular y composicién de aminoacidos) y la calidad
funcional de la emulsién resultante. Por lo que es importante considerar el grado de
hidrolisis y las condiciones de procesamiento al desarrollar emulsiones a base de
proteinas de insectos. La capacidad emulsionante y la estabilidad no s6lo dependen
de la concentracion de los hidrolizados, sino también de las proteinas extraidas en
los valores de pH y su interaccion con el medio.
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Grafico 6 Estabilidad de emulsiéon en concentraciones de 1% de hidrolizados obtenidos a
partir de Acheta domesticus.
Cada valor se expresa como la media (n=3) = DS.
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7.4.3 Porcentaje de coagulacion

El proceso de coagulacién proteica es crucial en la formacién de geles, una
propiedad tecnofuncional clave en alimentos y otros productos donde se requieren
estructuras viscoelasticas. La coagulacion ocurre principalmente por la aplicacion
de calor, que induce la desnaturalizacion de proteinas y promueve interacciones
hidrofébicas, resultando en agregacion proteica, este fendmeno se refuerza con la
formacion de enlaces disulfuro y grupos sulfhidrilo, ademas, las interacciones
iGbnicas entre grupos cargados de las proteinas también contribuyen a la
estabilizacién de estas agregaciones, favoreciendo una estructura proteica mas
compacta y estable (Mengozzi et al., 2024). Un mayor porcentaje de coagulacion
indica una alta interaccion proteina-proteina, esencial para la creacion de redes
densas y matrices estructuradas (Kramer y Kwee, 1997).

En los resultados obtenidos, en los tratamientos con pH de extracciéon 7.5 todos los
tratamientos tuvieron los valores mas altos en la concentracion de muestra al 2%,
en T2 (82.8% GH), se obtuvieron valores entre 0.005 y 0.054%, mientras que en T3
(86.9% GH), se presentaron valores entre 0.001 hasta 0.011%, por otro lado, el
control (C7.5) con un GH de 60.6%, presenté valores entre 0.019 hasta 0.048%. En
cuanto a la harina (7.8% GH), tuvo valores entre 0.030 hasta 0.047% siendo incluso
superior a los tratamientos pH 7.5, en las concentraciones 1 y 1.5%, mientras que
en la concentracién al 2% solo T3 fue mas bajo.

Para los tratamientos a pH 13, T5 (50.3% GH) present6 valores entre 0.013 y
0.170%, siendo el mayor valor en la concentracion al 2% y fue el valor mas alto de
todos los tratamientos evaluados, en cuanto a T6 (56.3% GH), obtuvo valores en un
intervalo de 0.019 hasta 0.083%, el mayor valor se present6 en una concentracion
al 2%, comparado con el control (C13) con un GH de 28.2%, se presentaron valores
entre 0.036 hasta 0.080%, el mayor valor se presenté con una concentracion al 1%.
En la harina se presentaron valores mas altos en los tratamientos con hidrolisis
enziméatica, en una concentracion al 2%.

Estos valores, especialmente el mas alto de 0.171%, son considerablemente bajos
para aplicaciones que requieren estructuras viscoelasticas robustas, como geles
alimentarios o productos solidos. Para estas aplicaciones, se espera una
coagulacion mas alta para formar redes proteicas lo suficientemente densas que
otorguen firmeza y elasticidad. Valores bajos como estos indican una limitada
capacidad de formar dichas estructuras, lo que podria comprometer la textura y la
estabilidad del producto final.
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Gréfico 9 Porcentaje de coagulacion de los hidrolizados obtenidos a partir de Acheta
domesticus.
Cada valor se expresa como la media (n=3) + DS, letras diferentes muestran diferencias

significativas (p <0.05) entre los diferentes tratamientos y concentraciones. Los asteriscos
(*) sefialan los mayores valores y diferencias significativas (p < 0.05) entre diferentes
concentraciones para un mismo tratamiento evaluado.

Sin embargo, los resultados no son directamente comparables con la bibliografia.
Cruz-Lépez (2022A) reportd un 9.6% de coagulacion en proteinas de A. domesticus
extraidas mediante ultrasonido, y un 4.5% en aquellas obtenidas por alcalinizacion.
En contraste, los resultados obtenidos en este estudio son mas bajos, lo cual podria
explicarse por la pérdida de algunas proteinas solubles durante la neutralizacion a
pH 7.5, lo que afecta negativamente su funcionalidad. Por otro lado, el estudio de
Mishyna et al. (2019A) indicé que las proteinas de saltamontes (Schistocerca
gregaria) extraidas por alcalinizacion presentaron un 21.3% de coagulacion,
mientras que las extraidas por ultrasonido mostraron un 21.9%. Ademas, las
proteinas de abeja melifera (Apis mellifera) extraidas por alcalinizacion alcanzaron
un 30.2%, y las obtenidas por ultrasonido presentaron un 31.6% de coagulacion.

Los resultados obtenidos en este estudio subrayan la complejidad de las
propiedades de coagulacion de los hidrolizados de A. domesticus y como estas
estan influenciadas por factores especificos como el pH, el grado de hidrdlisis y la
concentracion de la muestra, asi como la presencia de sales. Por ello, es importante
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considerar el contenido de aminodcidos presentes en las proteinas, asi como
identificar los grupos expuestos, ya que estos factores pueden influir en las
interacciones moleculares y, por ende, en las propiedades funcionales de las
proteinas. La comparacion con otras fuentes proteicas revela diferencias
significativas que pueden atribuirse a las caracteristicas intrinsecas de cada tipo de
proteina y a los métodos de extraccion utilizados.

7.5 Bioactividad

7.5.1 Determinacion de polifenoles totales

La determinacion de polifenoles totales en la harina de A. domesticus es importante
para determinar sus propiedades antioxidantes. Los resultados, se pueden observar
en el grafico 10 que hay diferencias significativas (p<0.05) entre la cuantificacion de
polifenoles totales extraidos entre los diferentes tratamientos.

En la harina desengrasada (GH, 7.8%), se determind una concentracién de
polifenoles totales de 2.4 mg equivalentes de acido géalico por gramo de muestra,
un valor inferior al reportado por Nifio et al. (2021), quienes encontraron
concentraciones entre 12 y 21 mg equivalentes de &cido galico por gramo en harina
de Acheta domesticus. Estos autores atribuyen las diferencias a factores como la
dieta de los insectos o el solvente empleado en la extraccion. En este estudio se
utiliz6 agua como medio de extraccién, mientras que Nifio et al. (2021), utilizaron
una solucién etandlica, que es mas eficiente para extraer compuestos fendlicos, lo
gue podria explicar los valores mas altos observados en su trabajo. Ademas, segun
Udomsil et al. (2019), los aminoacidos con actividad antioxidante presentes en la
proteina de A. domesticus, como el triptéfano, la cisteina y la tirosina, se encuentran
en concentraciones de 0.43, 0.40y 2.71 g/100 g de muestra seca, respectivamente.
Es importante sefalar que la capacidad del etanol para solubilizar compuestos
fendlicos se debe a su baja polaridad en comparacion con el agua, lo que facilita la
extraccion de una mayor cantidad de estos compuestos. Ademas, estudios previos
con otros insectos comestibles han mostrado que el contenido de polifenoles puede
variar significativamente dependiendo del método de extraccion aplicado (Liu et al.,
2012; Mohsin et al., 2024). Este estudio confirma que la eleccion del solvente y las
condiciones de extraccion son determinantes para maximizar la concentracion de
polifenoles totales en la harina de A. domesticus.
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Gréfico 10 Determinacion de polifenoles totales en la harina y los hidrolizados obtenidos a
partir de Acheta domesticus.
Cada valor se expresa como la media (n=3) + DS, los valores marcados con letras
diferentes mostraron diferencias significativas (p <0.05).

En cuanto a los tratamientos con pH 7.5, el tratamiento T2 (GH, 60.6%) la
concentracion de polifenoles aumenté significativamente (p<0.05) a 221.5 mg eq de
acido galico/g de muestra, mientras que para el tratamiento T3 (GH,86.9%) la
concentracion disminuy6 a 140.0 mg eq de &cido galico/g de muestra, mientras que
el control (C7.5), que tiene un grado de hidrolisis de 60.6% mostré una
concentracion de polifenoles totales de 78.8 mg equivalentes de &cido galico/g de
muestra (Grafico 10).

Para el caso de los tratamientos con pH 13, los tratamientos con hidrolisis
enzimatica, T5 (GH, 50.3%) incremento6 la concentracién a 66.4 mg eq de &cido
galico/g de muestra y para el tratamiento T6 (GH, 56.3%), la concentracién aumento
a 73.3 mg eq de acido galico/g de muestra, mientras que el control (C13) con un
grado de hidrdlisis de 28.2% presentd una concentracion de polifenoles totales de
41.2 mg eq de &cido galico/g de muestra. EI comportamiento de los tratamientos
con ambos valores de pH de extraccion podria explicarse, como resultado del
proceso de liofilizacion. Durante este proceso, la eliminaciéon del agua puede
aumentar la concentracion relativa de compuestos bioactivos, incluidos los
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polifenoles. Ademas, ciertos aminoacidos podrian estar interfiriendo en las
mediciones. Segun Everette et al. (2010), aminoacidos como la tirosina, el triptéfano
y la cisteina tienen una alta reactividad con el reactivo de Folin-Ciocalteu (FC), lo
gue puede alterar la cuantificacion de los polifenoles. La reactividad de las proteinas
hacia este reactivo varia considerablemente segun su contenido de aminoéacidos.
Por ejemplo, proteinas como la albumina de suero bovino son mas reactivas que
otras, como la albumina de huevo, lo que podria contribuir a las diferencias
observadas en los resultados.

7.5.2 Actividad antioxidante

Se determinaron las actividades antioxidantes (DPPH, ABTS y FRAP) de los
hidrolizados de proteina soluble de A. domesticus (Tabla 5) con el objetivo de
estabilizar radicales libres y reducir el hierro. Los ensayos de DPPH y ABTS, se
fundamentan en la decoloraciéon de radicales libres, permitieron reportar los
resultados en términos de ICso (concentracion necesaria para inhibir el 50% de la
actividad radical, expresada en mg/mL) y en umol de equivalentes Trolox (TE) /mg
muestra. El ICso es una medida clave que refleja la eficacia antioxidante, donde
valores mas bajos indican una mayor capacidad para neutralizar radicales.

En contraste, el ensayo FRAP (Poder Antioxidante Reductor del Hierro Férrico), se
basa en la reduccion del ion férrico a ferroso y se reportd en términos de umol de
equivalentes de Trolox/mg de muestra, ya que este método mide el poder reductor
total del extracto y no la inhibicion del radical.

Es importante destacar que la presencia de sales en las muestras puede influir en
la actividad antioxidante evaluada. Esto se debe a que las sales pueden interactuar
tanto con las proteinas como con los polifenoles presentes en los hidrolizados,
afectando asi la disponibilidad y efectividad de los compuestos bioactivos
(Ruskovska et al., 2020). La interaccidn entre estos componentes puede alterar la
capacidad de los antioxidantes para neutralizar radicales libres, lo que resalta la
necesidad de considerar estas interacciones al evaluar el potencial antioxidante de
los extractos.
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Tabla 5 Capacidad Antioxidante de los hidrolizados obtenidos a partir de Acheta

domesticus
pmol TE/mg ICs0 (Mg/mL) pmol TE/mg ICs0 (mg/mL) umol TE/mg
muestra muestra muestra

1237.3+1.7 4 0.453 £ 0.0018 283.5+1.4A 1.4+£0.014 A 627 £ 1254
1043.4+25¢ 0.654 + 0.003F 121.4+33¢ 2.2+0.004 ¢ 375.3+10.18

1104 +3.38 0.503 + 0.003¢ 80.1+109F 3.5 £ 0.007E 392+6.68
1242.3+3.34A 0.353 £ 0.002 A 20.1+1.4F 4.3 +0.007 F 317.8+14¢
1101.2 +5.18 0.652 + 0.002° 100.1+2.3P 2.7 £ 0.005P 190.3+6.3F
1033.4+5.1¢ 0.872 + 0.002F 158.6 + 2.48 1.6 £ 0.0038 261.2+3.8P

Los valores de actividad antioxidante se expresan en micromol de equivalentes de Trolox por miligramo de muestra
(umol TE/mg), tomando los valores con una concentracion de los hidrolizados obtenidos a partir de Acheta domesticus
de 1 mg/ml. Ademas, se reportan los valores de ICso. Todos los valores representan la media (n=3) + DS. Letras
diferentes entre filas de la misma columna son significativamente diferentes (p < 0.05).

7.5.2.1 Método DPPH

El ensayo de DPPH es un método ampliamente utilizado para evaluar la capacidad
antioxidante de los compuestos. Los resultados obtenidos muestran diferencias
significativas (p<0.05) entre los tratamientos, con los controles C7.5 y C13
presentando la mayor actividad antioxidante, con valores de IC50 de 0.453 mg/mL
y 0.353 mg/mL, respectivamente. Estos hallazgos coinciden con estudios previos,
como el de Nifio et al. (2021), que reportaron una mayor actividad antioxidante en
extractos de Acheta domesticus alimentados con dieta organica, con valores de
IC50 de 0.346 mg/mL y 0.275 mg/mL en insectos comerciales. Ademas, Suh et al.
(2020) evaluaron la actividad antioxidante del escarabajo rinoceronte japonés
(Allomyrina dichotoma), reportando una accion significativa de eliminacion de
radicales, con un IC50 de 0.119 mg/mL. Estos resultados subrayan la influencia de
las condiciones de crecimiento y el tipo de extraccion en la actividad antioxidante.
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Respecto a los equivalentes Trolox (TE), no se observaron diferencias significativas
(p>0.05) entre los tratamientos control C7.5 y C13. En un estudio realizado por Hall
et al. (2018), se evalud la capacidad antioxidante mediante DPPH de hidrolizados
de proteinas de Gryllodes sigillatus, y se encontré que el tratamiento con un grado
de hidrdlisis del 31.3% presentd el mayor valor (1490.5 ymol TE/mg de muestra),
en comparacion con el control (GH, 4.5%), que mostr6 780.6 ymol TE/mg de
muestra. En ese trabajo, se observé un incremento de la actividad antioxidante a
medida que aumentaba el grado de hidrolisis. No obstante, en los hidrolizados de
Acheta domesticus del presente estudio, se observé una tendencia inversa: al
aumentar el grado de hidrdlisis, la actividad antioxidante disminuyo6. Esto pone de
relieve la variabilidad en el comportamiento de los péptidos, que depende tanto de
las condiciones de extraccion como de la fuente proteica.

La disminucion en la actividad antioxidante a partir de un determinado grado de
hidrélisis puede estar relacionada con el tamafio y la estructura de los péptidos
generados. A medida que avanza la hidrolisis, se liberan péptidos bioactivos con
alto potencial antioxidante, debido a su capacidad para interactuar con radicales
libres (Khammuang et al., 2022).

7.5.2.2 Método ABTS

Los resultados mostraron diferencias significativas (p<0.05) entre todos los
tratamientos y los controles en términos de IC50. Los tratamientos C7.5 y T6
presentaron los mejores valores, con 1.4 y 1.6 mg/mL, respectivamente. Sin
embargo, estos son notablemente superiores a los reportados por Nifio et al. (2021),
quienes observaron IC50 de 0.146 mg/mL y 0.179 mg/mL en harina comercial y
organica de A. domesticus. En cuanto a los equivalentes Trolox, el tratamiento C7.5
con un grado de hidrodlisis del 60.6% mostrd la mayor actividad antioxidante frente
al radical ABTS, con 283.5 ymol TE/mg de muestra. A pesar de esto, los valores
son inferiores a los encontrados por Hall et al. (2018) para Gryllodes sigillatus (663.3
pmol TE/mg), aunque ambos estudios destacan la importancia del grado de
hidrélisis en la actividad antioxidante.

Las diferencias observadas podrian estar relacionadas con variaciones en las
fuentes proteicas y las condiciones de procesamiento. Es probable que la dieta de
los insectos juegue un papel relevante, ya que puede influir en el perfil de
aminoacidos y, por lo tanto, en la proporcién de péptidos hidrofilicos o hidrofébicos
(Ibarra-Herrera et al., 2020; Reyes-Herrera et al., 2022). Ademas, las condiciones
especificas de hidrodlisis podrian haber inducido modificaciones estructurales en los
péptidos, afectando su capacidad antioxidante.
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7.5.2.3 Método FRAP

El ensayo FRAP fue empleado para evaluar la capacidad antioxidante de las
muestras de Acheta domesticus, expresada en términos de equivalentes Trolox
(TE). Este método mide la capacidad de los antioxidantes en la muestra para
transferir electrones al ion férrico (Fe3*), reduciéndolo a su forma ferrosa (Fe?*), lo
gue permite cuantificar la eficiencia antioxidante.

Los tratamientos a pH 7.5 mostraron valores significativamente mas altos (p<0.05)
gue los tratamientos a pH 13, con el control a pH 7.5 obteniendo el mayor valor, 627
pmol TE/mg de muestra. Los tratamientos T2 y T3 no presentaron diferencias
significativas (p>0.05) con valores de 375.3 y 392 ymol TE/mg, respectivamente. En
comparacién con estudios previos, como el de Hall et al. (2018), donde se
obtuvieron 991.3 umol TE/mg en muestras de Gryllodes sigillatus, se observa una
diferencia considerable, la cual podria atribuirse a la variabilidad en las condiciones
de extraccion y la fuente de los antioxidantes.

La variabilidad en la actividad antioxidante podria estar relacionada con la presencia
de polifenoles, como flavonoides, acidos fendlicos y taninos, que son conocidos por
su capacidad antioxidante. Bartosz (2010) destac6 que la actividad antioxidante de
las proteinas es minima, sugiriendo que los polifenoles presentes en las muestras
son los principales responsables de la actividad observada. Es probable que los
polifenoles se mantuvieran mas activos en las muestras con pH 7.5, ya que el pH
de extraccion no afect6 negativamente su actividad. En contraste, los valores mas
bajos en los tratamientos a pH 13 podrian deberse a que el pH alcalino afect6 la
estabilidad de los polifenoles, ademas de la posible pérdida de estos compuestos
debido a la termolabilidad durante el procesamiento.

8. Conclusiones

Se obtuvo una mayor extraccion de proteina soluble a pH 13 en comparacién con
pH 7.5. El grado de hidrdlisis (GH) fue un factor para el andlisis de las propiedades
funcionales, ya que a menor GH mejores propiedades tecnofuncionales y
antioxidantes.

En cuanto a las propiedades tecnofuncionales, el control a pH 13 (C13) con un GH
de 28% demostré una mejor capacidad de formacion de espuma y capacidad
emulsionante. La capacidad de formacion de espuma alcanz6 su valor mas alto
(315%) a una concentraciéon de 1%. La estabilidad de la espuma fue superior al 90%
después de 40 minutos de evaluacion, lo que sugiere que tanto las condiciones de
pH como el GH son determinantes en este comportamiento. Ademas, el indice de
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actividad emulsionante fue de 0.43 m?/g a una concentracion de 2%, con una
estabilidad de la emulsion del 60% después de 120 minutos. Sin embargo, el
tratamiento TS5 mostro el mayor porcentaje de coagulacion, con un valor de 0.17%.

En términos de actividad antioxidante, el control a pH 7.5 (C7.5) con un GH de 60%
presentd los mejores resultados, con un ICso para DPPH de 0.453 + 0.001 mg/mL,
un ICso para ABTS de 1.4 + 0.014 mg/mL y una actividad FRAP 627 ymol TE/mg.

Los resultados indican que, aunque los hidrolizados de Acheta domesticus podrian
tener aplicaciones como aditivos en la industria alimentaria o ingredientes
nutracéuticos, la hidrolisis enzimética no es recomendable para preservar las
propiedades funcionales de las proteinas solubles. Los mejores valores de
funcionalidad se registraron en los controles a pH 7.5y pH 13, lo que sugiere que la
hidrolisis enzimatica conduce a una pérdida de estas propiedades.

9. Perspectivas

Con base en los resultados obtenidos en este estudio, se proponen diversas lineas
de investigacion que podrian enriquecer el entendimiento y las aplicaciones de los
hidrolizados de proteina de Acheta domesticus.

Se recomienda llevar a cabo pruebas adicionales bajo diversas condiciones de
tratamiento, variando factores como el pH, el tiempo de hidrélisis y la temperatura.
Estas pruebas permitiran evaluar su impacto en las variables respuesta estudiadas,
lo que puede proporcionar informacion valiosa sobre cémo optimizar los procesos
para mejorar las propiedades tecnofuncionales y antioxidantes de los hidrolizados.

Se sugiere evaluar las propiedades de los hidrolizados obtenidos a partir de
diferentes métodos de extraccion, como la extraccion por ultrasonido y la
precipitacion. Este enfoque permitira valorar las aplicaciones potenciales de los
hidrolizados en la industria alimentaria y nutracéutica, asi como identificar el método
mas eficiente para maximizar el rendimiento y la calidad de las proteinas extraidas.

Es aconsejable realizar evaluaciones del extracto control con pH 7.5 en diversas
pruebas bioldgicas. Esto permitira observar y caracterizar las propiedades
bioactivas que presenta, contribuyendo asi a un mejor entendimiento de sus
posibles aplicaciones en la salud y la nutricion.

Finalmente, se propone llevar a cabo una evaluacién del comportamiento de
agregacion en los hidrolizados obtenidos. Analizar si la agregacion es la causa de
la pérdida de propiedades tecnofuncionales y antioxidantes ayudara a identificar

62



factores criticos que afectan la estabilidad y la funcionalidad de los hidrolizados, lo
gue podria ser fundamental para el desarrollo de productos mas eficaces.
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ANEXOS

Anexo A. Cuantificacion de Proteina

La determinacion de proteinas se realizo utilizando el método de Lowry, modificado
por Peterson (1977). A continuacion, se describen los reactivos y el procedimiento
empleado:

Reactivos:

a) Solucién carbonato de tartrato-cobre:
Se disuelven lentamente en 250 mL de agua destilada los siguientes componentes:
25 g de carbonato de sodio (Fisons, Loughborough, Reino Unido), 0.25 g de sulfato
de cobre pentahidratado (Fisons, Loughborough, Reino Unido) y 0.5 g de tartrato de
sodio y potasio (Fisons, Loughborough, Reino Unido).

b) Solucion de dodecil sulfato de sodio (SDS) (Fisons, Loughborough, Reino Unido):
Se disuelven 25 g de SDS en 250 mL de agua destilada.

C) Solucién de hidroxido de sodio:
Se disuelven 8 g de NaOH (Fisons, Loughborough, Reino Unido) en 250 mL de agua
destilada.

Preparacién del reactivo A:

Se mezclan 250 mL de la solucién a (carbonato de sodio con tartrato de potasio),
250 mL de la solucion b (dodecil sulfato de sodio) y 250 mL de la solucién c
(hidréxido de sodio). Luego, se completa el volumen con agua destilada hasta
obtener 1 L. Se recomienda conservar este reactivo en refrigeracion y calentarlo a
25-30°C antes de su uso, hasta que el SDS vuelva a disolverse completamente.

Reactivo B:

Se prepara diluyendo en una proporcion 1:1 el reactivo de fenol Folin-Ciocalteu
(Fisons, Loughborough, Reino Unido) con agua destilada. Este reactivo debe
conservarse protegido de la luz.
Procedimiento para la curva patron:
1. Se disuelven 2.50 mg de albumina sérica bovina (Sigma- Aldrich, San Luis,
USA) en 250 mL de agua destilada para preparar una solucion madre de
1000 pg/mL.
2. A partir de esta solucion, se realizan diluciones con agua destilada para
obtener una serie de concentraciones que varian de 0 a 1000 pg/mL.
3. A1 mL de cada una de las muestras preparadas, se le adiciona 1 mL del
reactivo A. La mezcla se agita y se incuba a 30 °C durante 10 min.
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4. Posteriormente, se afiade 0.5 mL del reactivo B y se agita nuevamente,

incubandose a 30 °C por 30 min.
Finalmente, se mide la absorbancia de las muestras a 750 nm utilizando un

espectrofotometro.

5.

Absorbancia

059
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Grafico A 1 Curva patrén Lowry-Peterson

y =0.9452x+0.0038

R*=0.99

0.8
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Anexo B. Protocolo Tricina-SDS-PAGE para la preparacion de geles de
poliacrilamida.

. Buffer Tris-HCI (2.5 M, pH 8.8): Se pesaron 302.85 g de base de Tris y se
transfirio a un cilindro graduado o vaso de vidrio de 1 L. Se disolvio la base
afiadiendo 600 mL de agua desionizada y se ajustdé el pH con HCI. Se
complet6é a 1 L con agua. Este buffer de gel se almacené a 4-8 °C.

. Solucién de gel de poliacrilamida (30%): Se utilizé una solucion comercial de
acrilamida: bis-acrilamida 29:1 (Sigma-Aldrich, Poole, UK). Se almaceno esta
solucién de poliacrilamida a 4-8 °C.

. Buffer de corrida: Se disolvieron 3.03 g de base de Tris, 4.5 g de tricinay 0.5
g de SDS en 1 L de agua desionizada. No fue necesario ajustar el pH. Se
almacend a 4-8 °C.

. Buffer de carga de muestras (2x): Contenia 100 mM Tris-HCI (pH 6.8), 1%
SDS, 4% 2-mercaptoetanol, 0.02% Coomassie Brilliant Blue (CBB) y 24%
glicerol. Se almacené a -20 °C.

. Solucién de APS (persulfato de amonio): Se pesaron 0.03 g de APS y se

disolvié en 1 mL de agua desionizada.

. TEMED: Se utilizé como iniciador de polimerizacién (Sigma-Aldrich, Poole,
UK).

. Solucién de tincidbn con Coomassie Brilliant Blue (CBB): Se disolvieron
0.025-0.030 g de CBB en 100 mL de solucion de acido acético al 10%.

. Solucién de decoloracion con acido acético (10%): Se prepararon 100 mL de
solucion al 10%.

. Solucién fijadora de glutaraldehido (5%): Se preparé una solucién al 5% de
glutaraldehido diluyendo cinco veces la solucion de stock al 25% (v/v)
(Sigma-Aldrich, Poole, UK).
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Tabla B 1Porcentaje de acrilamida/bis-acrilamida en el gel

Porcentaje de
acrilamida/bis-
acrilamida en

el gel

Soluciéon de
acrilamida/bis-
acrilamida al
29.1-30% (p/v)
(mL)

Buffer Tris
2.5M (pH

8.8

Agua
inyectable

(mL)

TEMED
(WL)

APS

30

mg/mL

(WL)

Volumen

total

(mL)

Gel de

apilamiento

(4%)
Gel de
resolucion
(7%)
Gel de
resolucion
(9%)
Gel de
resolucion
(10%)
Gel de
resolucion
(12%)
Gel de
resolucion
(15%)
Gel de
resolucion
(16%)
Gel de
resolucion
(20%)

0.66

2.33

3.33

5.33

6.67

0.76

5.6

5.6

5.6

4.6

4.3

3

3.42

1901

1.24

0.90

0.89

0.29

0.22

0.07

10

150

150

150

150

100

100

100

100

~5

~10

Haider, S. R., Reid, H. J., & Sharp, B. L. (2012). Protein Electrophoresis: Methods and Protocols. Methods

in Molecular Biology, 869, 81-91.
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Anexo C. Curva patrén de indice de polifenoles totales

Absorbancia
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Concentracion (mg equivalentes de acido galico/L)

Gréfico C 1 Curva patron indice de polifenoles totales

y =0.0025x + 0.0263
R*=0.997
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Anexo D Gréficos para determinar ICso
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Resumen:

Posgrado en Biotecnologia 2023

LAS PROTEINAS DE INSECTOS Y SU EFECTO EN LA SALUD
Lizbeth Cervantes Torres”, Yenizey Merit Alvarez-Cisneros
Departamento de Biotecnologia, Universidad Autdnoma Metropolitana—|ztapalapa. Av. Ferrocarril de San

Rafael Atlixco 186, Col. Leyes de Reforma, 1a. Seccion, C.P. 09310, Ciudad de México, México
e-mail: acym{@Xantim. Laim.mx

Tipo de trabajo: Divulgacion

Los insectos han sido consumidos en tode el mundo desde tiempos prehistéricos; hoy en dia, su
consumo se ha propuesto como una alternativa sostenible y nutritiva para la produccion de
alimentos con alte valor nutricional, se ha demostrade que estos contienen diversas actividades
bioldgicas, como son: actividad antimicrobiana, antioxidante, antiinflamatoria e hipoglucemiante, las
cuales de forma individual o en conjunto pueden tener beneficios para la salud humana (Hall y col.,
2018).

Los hidrolizados de proteinas de insectos son una forma innovadora en la que se pueden
aprovechar sus propiedades bioldgicas, ya que con el proceso de hidrélisis se pueden liberar
compuestos con propiedades benéficas. Un estudio reporté que los hidrolizados de proteinas de
larvas de gorgojo de la harina (Tenebrio molitor) tenian actividad antiinflamatoria y antioxidante
significativas, lo que sugiere que pueden tener beneficios para la prevencion de enfermedades
inflamatorias y el envejecimiento celular (Barragan-Fonseca y col., 2021).

Ademas, los insectos como los grillos doméstices (Acheta domesficus) son una fuente de proteina
altamente sostenible, ya que requieren menos agua, alimento y espacio para producir la misma
cantidad de proteina que otros animales de granja (Sanchez-Muros y col., 2020). Por lo tanto, su
consumo puede tener un impacto positivo en el medio ambiente y en la seguridad alimentaria
mundial.

En conclusidn, la inclusidn de insectos en la dieta y la utilizacién de hidrolizados de proteinas de
estos, podrian ser beneficiosos para la salud humana debido a las propiedades bioldgicas que
contienen, como la actividad antioxidante, antiinflamatoria y antimicrobiana. En vista de estos
beneficios, se ha despertado un interés creciente en la investigacion y el desarrollo de insectos
comestibles y productos a base de ellos, lo que podria ayudar a diversificar la oferta de alimentos,
mejorar la nutricion y la salud de la poblacion.

Palabras clave

Insectos, proteinas, hidrolizados, actividad bioldgica, alimentos.
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Evaluation of Techno-functional and Antioxidant Properties of
Enzymatic Hydrolysates of Cricket Proteins (Acheta domesticus)
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Y.M.1
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Departamento de Ciencias de la Alimentacion. Av. de las Garzas 10, Col. El panteén,
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Presenting and *corresponding authors: acym@xanum.uam.mx

Abstract

The consumption of insects is known as entomophagy, which is gaining positive attention due to
its benefits [1]. Enzymatic modification of proteins is useful for improving techno-functionality and
generating peptides with bioactive properties [2]. The study aimed to evaluate the techno-
functional and antioxidant properties of enzymatically hydrolyzed cricket protein (Acheta
domesticus) using alcalase. Protein was extracted at pH 7.5 and 13 and then treated with alcalase
at different intervals of time. The degree of hydrolysis (DH), techno-functional properties such as
emulsion capacity, foaming capacity, and coagulation percentage were evaluated, as well as
antioxidant activity (DPPH, FRAP, and ABTS). The hydrolyzed protein obtained a DH of 87% at
pH 7.5 compared to the enzyme-free control (60%) and at pH 13 of 6% compared to the enzyme-
free control (28%). The emulsion activity index was 0.2 m?/g, foaming capacity was 24%, and the
coagulation percentage was 0.17%. Antioxidant activity is expressed in pmol Trolox
equivalent/mg sample. The better values were obtained in the controls at pH 7.5 for DPPH and
FRAP: 12373 and 627, respectively, while at pH 13, the values were 1242.3 and 317.8,
respectively. On the other hand, ABTS showed a significant increase at pH 13 with enzyme,
reaching 158.6, compared to the enzyme-free control 20.1. However, at pH 7.5, a higher value
was recorded in the control, reaching 283.5. Enzymatic hydrolysis is unfavorable for techno-
functional properties; however, hydrolysates exhibit antioxidant activities that may be of interest,
however further trials are needed to explore the potential of these hydrolysates as functional
ingredients, which could open new opportunities for innovation and development of high-quality
food products.

Keywords: Cricket, Hydrolysates, Alcalase, Acheta domesticus

[1] Elhassan etal,F@ods 8(3) 95. [2] I-Elle \201@ istry224, 414-422.
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