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Esquema de la tesis

La presente tesis de investigacion del area de Ciencia de Alimentos estd compuesta de seis
apartados que se explican a continuacion. En el apartado 1 se describe la introduccion
general, la cual expone el problema principal a resolver, asi como el marco general de la
problematica y las investigaciones actuales relacionadas y publicadas en los tltimos afios. En
el apartado 2 se describe el objetivo general y los objetivos especificos desglosados a partir

de la problematica presentada, con el fin de encontrar una solucion.

A continuacion, en el apartado 3 se incluyen los articulos de investigacion realizados
a partir de los resultados obtenidos del trabajo experimental que se llevé a cabo durante el
doctorado. Asi, en este apartado se ha incluido el primer articulo (apartado 3.1) que tiene
como titulo “Composicion nutricional y propiedades tecnofuncionales de la harina
desgrasada y no desgrasada del insecto comestible Arsenura armida”, el cual tuvo como
objetivo establecer la composicion aproximada, propiedades fisicoquimicas y
tecnofuncionales de las harinas obtenidas de Arsenura armida para contribuir a la busqueda
de fuentes alimentarias alternativas para el consumo humano. Después en el apartado 3.2 se
encuentra el segundo articulo de investigacion “Aislamiento de mezclas de péptidos con
potencial bioactivo a partir del hidrolizado de proteinas de las larvas de Arsenura armida”™
en el cual se establecieron las condiciones para la obtencion de péptidos bioactivos a partir
de harina de 4. armida, también se identificaron sus secuencias y evaluaron su potencial
como agentes antioxidantes y antimicrobianos. Para finalizar este apartado se incluy6 en la
seccion 3.3 el articulo “Explorando el potencial tecnofuncional de la harina de insectos en la
formulacion de pan de trigo: un estudio comparativo con harinas de Arsenura armida y
Acheta domesticus” el cudl tuvo como objetivo estudiar la incorporacion de la harina de A.
armida o Acheta domesticus al pan de trigo en diferentes proporciones y evaluar los cambios

en calidad, caracteristicas fisicas y sensoriales.

En el apartado 4 se describen las conclusiones generales de la investigacion, asi como,
algunas recomendaciones y perspectivas para trabajos a futuro sobre la misma linea de
investigacion de proteinas y péptidos bioactivos de fuentes alternativas como los insectos.

En el apartado 5 se encuentran las evidencias de participacion en eventos académicos y de

12



divulgacion de los resultados obtenidos de la investigacion doctoral, tales como constancias
de participacion en congresos, textos de divulgacion cientifica, etc. Finalmente, en el
apartado 6 (como anexos) se incluy6 la informacion suplementaria que acompafia a los

primeros articulos (3.1 y 3.2).
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Resumen

Esta investigacion se inici6 debido a la necesidad actual de encontrar nuevas fuentes
alternativas de alimentos ricos en proteina eficientes y sostenibles; desde esta perspectiva los
insectos son una opcién ya que cumplen ambos criterios, pero se necesita mayor
conocimiento acerca de sus caracteristicas nutrimentales, tecnofuncionales, y bioactivas,
comenzando con especies endémicas como lo es Arsenura armida. Por lo que esta
investigacion se centrd en evaluar las propiedades de la harina obtenida a partir de la larva

de A. armida, para poder utilizarla como ingrediente funcional en alimentos.

Se evalud la composicién proximal, propiedades fisicoquimicas y tecnofuncionales
de la harina desgrasada y no desgrasada obtenida de A. armida. Ambas harinas tuvieron una
composicion nutrimental adecuada para el consumo humano, ademés de poseer propiedades
tecnofuncionales tales como buena retencion de agua y aceite, formacion de espuma y

emulsiones que las convierten en una buena opcidon como sustitutos de las proteinas animales.

Posteriormente se establecieron las condiciones para la extraccion de proteina de la
harina completa, asi como para la obtencion de péptidos bioactivos, se logré identificar que
los péptidos antioxidantes se pueden obtener por hidrélisis del aislado de proteina de A.
armida con pepsina a partir de la relacion enzima sustrato (E/S) 10:1 con un tiempo de
digestion de 2 h y para los péptidos antimicrobianos una relacion E/S de 1:1 con un tiempo
de digestion de 1 h. Los péptidos antimicrobianos mostraron actividad contra bacterias Gram-
positivas (Listeria monocytogenes 'y Staphylococcus aureus) con valores de concentracion
minima inhibitoria (MIC) de 0.11 pg/uL y concentracion minima bactericida (MBC) de 0.23
ng/uLl. El andlisis de péptidos reveld que ademads de péptidos antioxidantes y antimicrobianos
también hay péptidos con actividad antihipertensiva, anticancerigena, entre otros.
Estableciendo el potencial de los péptidos de A. armida como componentes valiosos en

alimentos funcionales con beneficios para la salud més alla de la nutricion basica.
Finalmente, en un estudio comparativo se utilizé la harina de A. armida y la harina

Acheta domesticus, este ultimo es uno de los insectos mas estudiados en el mundo, se

adicionaron en diferentes proporciones como ingredientes sustitutos para elaborar pan de

14



trigo . Los panes producidos se utilizaron para evaluar los cambios en pardmetros de calidad,
propiedades fisicas y aspectos sensoriales. Los resultados de este estudio demostraron la
posibilidad de utilizar harinas de insectos en productos horneados. La adicién de cualquiera
de las harinas afecta algunas cualidades y propiedades fisicas del pan como el volumen, color,

dureza, etc; sin embargo son una opcion interesante en este tipo de productos.
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Abstract

This research was started due to the current need to find new efficient and sustainable
alternative sources of protein-rich foods; from this perspective, insects are an option since
they meet both criteria, but more knowledge is needed about their nutritional, techno-
functional, and bioactive characteristics, starting with endemic species such as Arsenura
armida. Therefore, this research focused on assessing the properties of the flour obtained
from the larva of 4. armida, to be able to use it as a functional ingredient in foods.

The proximal composition, physicochemical, and techno-functional properties of the defatted
and non-defatted flour obtained from A4. armida were evaluated. Both flours had an optimal
nutritional composition for human consumption, in addition to having techno-functional
properties such as good water and oil retention, foam formation, and emulsions that make

them a good option as substitutes for animal proteins.

Subsequently, selected conditions were evaluated for the extraction of protein from
the whole flour, as well as for obtaining bioactive peptides. It was possible to identify that
antioxidant peptides can be obtained by hydrolysis of the A. armida protein isolate with
pepsin from the enzyme substrate ratio (E/S) 10:1 with a digestion time of 2 h and for
antimicrobial peptides an E/S ratio of 1:1 with a digestion time of 1 h. The antimicrobial
peptides showed activity against Gram-positive bacteria (Listeria monocytogenes and
Staphylococcus aureus), with minimum inhibitory concentration (MIC) values of 0.11 pg/pLL
and minimum bactericidal concentration (MBC) of 0.23 pg/uL. The peptide analysis revealed
that in addition to antioxidant and antimicrobial peptides, there are also peptides with
antihypertensive and anticancer activity, among others. Establishing the potential of A.
armida peptides as valuable components in functional foods with health benefits beyond

basic nutrition.

Finally, in a comparative study, A. armida flour and Acheta domesticus flour (one of
the most studied insects in the world), were added in different proportions as substitute
ingredients to make wheat bread to later evaluate changes in quality parameters, physical
properties, and sensory aspects. The results of this study demonstrated the possibility of using

insect flour in baked products. The addition of either flour affects some qualities and physical
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properties of the bread like volume, color, and hardness; however, they are an interesting

option in this type of products.
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1. Introduccion

Para el afio 2050 la FAO estima que la poblacion mundial aumentara un 34%, lo cual traera
consigo una mayor demanda de alimentos, principalmente de aquellos con un elevado
contenido de proteina de alto valor biologico debido a su importancia en el desarrollo
adecuado fisico y mental de las personas (Amarender et al., 2020; Huis, 2013). La mayor
demanda hacia el sector ganadero y los cultivos agricolas rebasara la produccion, por lo que
se necesita encontrar fuentes de proteina alternativa, eficiente y sostenible que pueda ser

utilizada en la industria alimentaria (Govorushko, 2019; Gravel & Doyen, 2020).

Los insectos cumplen estos criterios y constituyen un recurso alimenticio natural para
muchos grupos étnicos en Asia, Africa, y América del Sur, en donde la entomofagia puede
ser sostenible y conlleva beneficios economicos, nutricionales y ecoldgicos principalmente
para las comunidades rurales, pero el conocimientos acerca de las mas de 2,000 especies atin
es escasa (Batat & Peter, 2020; Van Huis, 2013). Ademas de la falta de informacion, otra
barrera para el consumo de insectos como una fuente de alimento es la neofobia asociada
principalmente a su aspecto y, para contrarrestar esta percepcion negativa, se ha comenzado
a utilizar a los insectos en formas en las que se puedan integrar a la alimentacion de las
personas sin que ellas puedan distinguirlos, algunas opciones viables son: harina pulverizada,

proteina extraida en polvo, entre muchas otras. (Amarender et al., 2020).

Actualmente 3,071 grupos étnicos en 130 paises consumen un total de 2,086 especies
de insectos que han sido descritas hasta el momento (Teixeira et al., 2023). Los mas
consumidos son aquellos que tienen una gran disponibilidad y son consumidos en diferentes
etapas de la vida como huevos, larvas, pupas y adultos (Bessa et al., 2020). Se tiene evidencia
de que las especies del orden Orthopera (saltamontes, grillos y langostas) y Lepidoptera
(orugas) son ricos en proteina (hasta un 77% en base seca), la cual es una mejor fuente de
este macronutriente en peso en comparacion con la carne de res, cerdo, pollo y cordero
(Melgar-Lalanne et al., 2019; Van Huis, 2013). En México Ramos-Elorduy et al. (1997)
evaluaron la composicion nutricional de 78 especies que representan siete 6rdenes y 23
familias de insectos comestibles, el contenido de proteinas de estas especies oscild entre el

15% y el 81% y su digestibilidad fue de 76% al 90%. Esto nos muestra que si se puede
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obtener proteina de insectos y que el estudio de especies endémicas para su utilizaciéon como

ingrediente funcional en la industria alimentaria es posible y necesaria.

El género Arsenura pertenece a la familia Saturniidae dentro del orden Lepidoptera,
Arsenura armida es de gran relevancia para muchos grupos étnicos en México debido a que
las larvas comestibles son nutritivas, proporcionan grasas no saturadas y son una buena
fuente de proteinas (Melo-Ruiz et al., 2016). Debido a que en efecto si pueden ser una fuente
alternativa de proteinas, surge la necesidad de tener mdas informacién acerca de las
propiedades fisicas, tecnofuncionales y bioactivas de este insecto. Es por esto, que esta
investigacion propone analizar este insecto endémico, Arsenura armida, como una posible
fuente de proteina de alto valor biologico y de compuestos bioactivos, para su futura

utilizacion como ingrediente funcional en la industria alimentaria.

2. Objetivos

2.1 Objetivo general
Analizar el potencial de las propiedades tecnofuncionales y los péptidos bioactivos presentes
en la harina obtenida a partir de 4. armida para su utilizacion como ingrediente funcional en

la industria alimentaria.

2.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar las propiedades fisicoquimicas, bromatologicas y tecnofuncionales de la
harina obtenida a partir de Arsenura armida.

2. Establecer las condiciones de extraccion de las proteinas presentes en la harina de
Arsenura armida, asi como identificar y caracterizar las proteinas que estan presentes
en mayor proporcion en la misma.

3. Establecer las condiciones de digestion de las proteinas de la harina de Arsenura
armida para la obtencion de péptidos con efecto antimicrobiano y antioxidante, asi
como identificar las secuencias de los péptidos bioactivos obtenidos.

4. Evaluar el efecto de la adicion de harina de Arsenura armida en las propiedades
tecnofuncionales de pan blanco y comparar sus efectos con los producidos en panes

formulados con harina control.
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3. Articulos de investigacion

3.1 Composicion nutrimental y tecnofuncionalidad de la harina completa y desgrasada

del insecto comestible Arsenura armida

Resumen

Los insectos comestibles son alimentos tradicionales a nivel mundial, y en México, es una
practica prehispanica. Hoy en dia, los insectos comestibles pueden ser una fuente de alimento
para una poblaciéon en aumento. Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar el perfil
nutricional, las caracteristicas fisicas y tecnofuncionales de la harina completa (HC) y
desgrasada (HD) del insecto comestible Arsenura armida para utilizarla como ingrediente
funcional. El contenido de lipidos en HC fue del 24.18%. Ambas harinas son ricas en
proteinas, 20.36% en la HC y 46.89% en la HD; las proteinas solubles de A. armida se
clasificaron segun su peso molecular, que oscil6 entre 12 y 94 kDa. Las propiedades fisicas
sugieren que ambas harinas tienen buenas caracteristicas de fluidez. En cuanto a las
propiedades tecnofuncionales, la HD present6 los mayores valores de capacidad de retencion
de agua (275.6%) y aceite (121%). Los valores de viscosidad indican que en una
concentracion alta (20%), se comportan como un fluido adelgazante no newtoniano. Los
valores de capacidad de formar emulsion oscilan entre 78.3 y 100% en ambas harinas, con
estabilidad entre 92.4 y 100%. Estas harinas podrian ser una buena fuente de nutrientes y sus
propiedades tecnofuncionales las convierten en una buena opciéon como sustituto de las

proteinas animales.

3.1.1 Introduccion

Seglin la FAO, para 2050 el mundo necesitara alimentar a 9 mil millones de personas, pero
las condiciones reales no son suficientes (FAO, 2013). Al respecto, la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura mencioné a los insectos como una
opcion de futuro para la seguridad alimentaria y nutricional por su contenido de macro y
micronutrientes (Frigerio et al., 2020). Sin embargo, es importante saber que la neofobia

sigue siendo un problema relacionado con el consumo de insectos comestibles.

20



En México se han reportado 348 especies de insectos comestibles (Rodriguez-Miranda et al.,
2019). Los lepidopteros son uno de los ordenes de insectos mas consumidos en México
(Ramos-Elorduy et al., 2011). Entre la variedad de insectos locales (Puebla, México), se
encuentra en estado larvario una mariposa conocida como Cuetlas (4rsenura armida), es uno
de los més apreciados y consumidos y se puede encontrar en la temporada de verano. en el

arbol de Jonote (Heliocarpus appendiculatus) (Melo-Ruiz et al., 2016).

Para aumentar la aceptacion y el consumo, la harina de insectos comestibles se puede
utilizar como una forma menos visible en productos comunes (Vanqa et al., 2022). Para
utilizar estas harinas como ingrediente alimentario, primero se necesita informacion sobre
las propiedades tecnofuncionales, el contenido nutricional y la optimizacion del
procesamiento, como los pasos de extraccion de lipidos y proteinas (Kim et al., 2022; Megido
et al., 2016). En este sentido, en la literatura se describen varios métodos de extraccion de
lipidos con disolventes convencionales. Grava et al. (2021) informaron que para la proteina
de la harina de 7. molitor utilizaron n-hexano como disolvente desengrasante y que esto
mejoraba sus propiedades funcionales. El hexano tuvo poco impacto en el perfil proteico en
comparacion con las harinas no desgrasadas, se redujo la solubilidad y se mejoraron las
propiedades espumantes de las fracciones desgrasadas. Mishyna et al. (2019) informaron que
la proteina extraida de insectos comestibles como Schistocerca gregaria y Apis mellifera
usando n-hexano como solvente desengrasante mejord sus propiedades funcionales. Y
finalmente, Laroche et al. (2019) utilizaron la particion trifasica (TPP) y el CO; supercritico
(SC-CO2) como métodos eficientes para la extraccion de proteinas. Concluyeron que la
metodologia de desgrasado deberia elegirse segun la composicion de grasa del insecto
comestible utilizado. Esta investigacion tuvo como objetivo establecer la composicion
proximal, propiedades fisicoquimicas y tecnofuncionales de la harina completa y desgrasada
obtenida de Arsenura armida para contribuir a la busqueda de fuentes alimentarias

alternativas para el consumo humano.
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3.1.2 Materiales y métodos
3.1.2.1 Procesamiento de la harina de Arsenura armida

Se recolectaron larvas de A. armida de 4rboles de Jonote en Huaquechula, Puebla, México
(18°45'16.6"N 98°34'16.4"W) a finales de agosto de 2020. Todos los insectos recolectados
mostraron color marrdn oscuro y espinas en su superficie lo que significa que estan listos
para el consumo (Melo-Ruiz et al., 2016). Después de la recoleccion, las larvas se procesaron
segun el método tradicional (Fig. 1), el cual incluye la eliminacion del sistema digestivo de
la larva, para después lavarlas y agregarles sal. Estas muestras se sellaron en bolsas de

polietileno y se almacenaron en condiciones de oscuridad a -20 °C para su uso posterior.
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Figura 1. Método tradicional para recolectar larvas de 4. armida. a-¢, ubicacion e identificacion de
las larvas adultas en los arboles de Jonote deben ser de color marrén oscuro y tener espinas en su
superficie; d, evisceracion y limpieza manual de las larvas para eliminar los desechos del sistema

digestivo; e, salado (20% NaCl) y secado, este se utiliza como método tradicional de conservacion y

luego se comercializa o almacena congelado; f, larvas secas, las larvas adultas suelen medir (10-12

cm).
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Para obtener la harina, las larvas de A. armida recolectadas se lavaron cinco veces
con agua destilada (1:5 p/v) para eliminar la sal y los contaminantes. Luego del lavado, se
secaron en estufa (Felisa, México) durante 12 h a 55°C hasta peso constante. Finalmente se
realizo el proceso de pulverizacion para obtener la harina utilizando un Nutribullet® a 10,000

rpm hasta una harina con apariencia homogénea (12 s).

El proceso de eliminacion de grasa se realizé mediante el método de extraccion con
solvente semicontinuo Soxhlet (AOAC 960.39) en un aparato Soxhlet (E-500 Biichi, Flawil,
Suiza). Se realizaron un total de 25 ciclos de reflujo utilizando hexano como solvente. La
grasa extraida se almacené en recipientes de color &mbar en condiciones de refrigeracion

hasta su posterior analisis. Todos los productos quimicos utilizados fueron de grado analitico

3.1.2.2 Composicion proximal

Para evaluar la composicion proximal de la harina completa (HC) y desgrasada (HD) de 4.
armida se determind el contenido de humedad, se cuantificd el contenido de proteina, el
contenido de lipidos, cenizas y fibra cruda seglin los métodos de la A.O.A.C (AOAC, 2008);
cada andlisis se realizo por triplicado y los resultados de reportaron como la media + la
desviacion estandar. El contenido de carbohidratos se calcul6 restando la suma de todos los
demdas componentes determinados. El contenido de humedad se determindé mediante el
método 950.46 (AOAC, 2008) secando la muestra en una estufa (Felisa, Modelo: FE-291AD,
Meéxico). La proteina cruda se determind mediante el método micro-Kjeldahl 945.01 (AOAC,
2008) con modificaciones menores, las muestras (0.1 g) se digirieron con 5 mL de H2SO4
concentrado y 0.5 g de mezcla del digestor (88.89% sulfato de potasio, 8.89% sulfato de
cobre pentahidratado, 2.22% diéxido de selenio) a 120 °C durante 30 min, luego a 320 °C
durante 70 min en una unidad digestora (Labconco, Modelo 23080, EE.UU.), la destilacion
se realizo en un destilador de nitrégeno/proteinas (Labconco, Modelo: Rapidstill II, EE.UU.)
y el contenido de proteina cruda se calcul6 utilizando como factor 4.76 segun Janssen et al.
(2017) quienes estimaron un Kp especifico de 4.76 para el contenido de proteina en larvas.
El contenido de lipidos se determin6 mediante el método 960.39 (AOAC, 2008) en un aparato

Soxhlet (E-500 Biichi, Flawil, Suiza) con hexano como solvente. El contenido de cenizas y
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fibra cruda se calculd siguiendo los métodos (AOAC, 2008) 920.153 y 920.153

respectivamente.

3.1.2.3 Perfil de proteinas (SDS-PAGE)

La técnica SDS-PAGE de la fraccion proteica soluble de la harina de A. armida se realizod
con el método reportado por Yi et al. (2013) con modificaciones menores. La harina de 4.
armida fue sometida a un tratamiento de extraccion secuencial. Primero, se resuspendio la
harina en una proporcion de 1:10 (harina: tampdn) utilizando un tamp6n salino (Tris-HCI 20
mM, pH 7.5 con NaCl 0.2 M), y la suspension se mezcl6 en un mezclador de rodillos durante
24 h a8 °C. Después, la suspension se centrifug6 a 7850 g a 4°C. El sobrenadante se mantuvo
a -20 °C para ensayos adicionales, y los restos se resuspendieron en tampon desnaturalizante
(Tris-HC1 20 mM, pH 7.5 con NaCl 0.2 M maés urea 2 M) y la suspension se tratd en las
mismas condiciones descritas anteriormente. Se aplicaron pasos similares aumentando la
urea a4 M y 6 M. Las fracciones de proteina soluble obtenidas se ajustaron a 12.5 mg/mL
con tampdn Tris-HCI 20 mM, pH 8, que contenia EDTA 2 mM. La fraccion de proteina se
mezcld con tampon de muestra (Tris-HCI 20 mM, pH 8, EDTA 2 mM, SDS al 5 % (p/v), 2-
mercaptoetanol al 0.016 % (p/v) y azul de bromofenol al 0.02 %) en proporcion 1:1. relacion,
luego se calent6 a 100 ° C durante 5 minutos y se centrifugd a 13800 g antes de cargar el gel.
Luego se sometieron a electroforesis 7.5 pL de cada muestra de proteina usando gel de flujo
reducido (13%) y gel de apilamiento (6%). Se utilizd un marcador de peso molecular
PageRuler Prestained Protein Ladder (catdlogo no. 26616, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Mass., U.S.A.). El gel cargado se tifi6 con azul de Coomassie R250 (Bio-Rad) y

para destedir se utiliz6 una solucién de metanol (10%)-acético (7%) (Laemmli, 1970).

3.1.2.4 Perfil mineral

El andlisis para la determinacion de la concentracion de minerales se realizd mediante
espectroscopia de emision Optica de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES) con el
equipo Varian 710-ES, Agilent Technologies; Compatible con el estandar Cat # ICP-200.7-
6*. Todos los andlisis se realizaron por triplicado y se expresaron como media + desviacion

estandar.
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3.1.2.5 Propiedades fisicas
3.1.2.5.1 Determinacion de color e indice de oscurecimiento

El color de la harina completa (HC) y la harina desgrasada (HD) se midi6 utilizando un
colorimetro CR-410 (Konica Minolta Sensing Inc., Tokio, Japon). Las diferencias de color
se registraron en la escala CIE L*a*b* en términos de luminosidad (L*) y color (a* — rojo,
b* — amarillo). La medicion del color se repitid tres veces para cada muestra. Ademas, la

diferencia de color total (AE) se calcul6 seglin la ecuacion 1:

AE=ALZ+ Ad2+ A2
Ee. (1)

donde AL, Aa, Ab son diferencias en los valores L*, a*, b* entre la muestra de referencia y

la muestra de prueba, respectivamente.

Indice de oscurecimiento (I0) ec. 2 y 3, fue calculado con los valores de L*, a* y b* como

se indica a continuacion:

( (ax +1.75L) )
X =
(5.645Lx+a*x—3.012bx*)

Ec. (2)

10— (100 (x—0.31))
0.17

Ec. (3)

3.1.2.5.2 Tamario de particula, densidad compactada y aparente, indice de compresibilidad
(IC), y Relacion de Hausner (RH)

La distribucion del tamafio de las particulas de harina de HC y HD se determind utilizando
un analizador de particulas por difraccion laser (Bluewave, Microtrac Inc., EE. UU.). Los
datos del tamafio de particula informados se dieron como el diametro medio de particula

(D50). El andlisis se realizo por triplicado.
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La densidad aparente de las harinas de A. armida se obtuvo a partir del procedimiento
descrito por Caparino et al. (2012) con algunas modificaciones. Primero, se vertieron
libremente aproximadamente 2 g de cada harina en una probeta graduada de vidrio de 10 ml
sin golpear, y esto se midié como densidad aparente. A continuacion, las mismas muestras
se golpearon manualmente repetidamente levantando y dejando caer (30 veces) el cilindro
bajo su propio peso a una distancia vertical hasta que se observo una diferencia significativa

en el volumen entre mediciones sucesivas; esto se midi6 como densidad compactada.

La densidad aparente y compactada se calcularon utilizando las siguientes expresiones (Ec.

4y 5, respectivamente)

Densidad o ( peso de la harina (g) )
ensidad aparente Volumen aparente de la harina (mL)
Ec. (4)
. peso de la harina (g) )
D tada = (
ensidad compactada volumen compactado de la harina (mL)
Ec. (5)

IC and RH se calcularon a partir de los valores de densidad aparente y compactada utilizando

las siguientes ecuaciones:

c1= 100 (“=%)
Ec. (6)
Ri= (55)
Ec. (7)

Donde dB es la densidad aparente (g/mL), y dT es la densidad compactada (g/mL)
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3.1.2.6 Propiedades tecnofuncionales

3.1.2.6.1 Capacidad de retencion de agua y aceite y calor especifico

Las capacidades de retencion de agua y aceite de ambas harinas (HC y HD) se determinaron
seguin el método de Beuchat (1977) con algunas modificaciones. Las pruebas se realizaron
por triplicado; se pesaron 0.2 g de harina A. armida 'y se mezclaron con 1 ml de agua destilada
o 1 ml de aceite de canola. La mezcla se mezcldé durante 20 s usando un vortex y se dejo
reposar durante 30 min a temperatura ambiente (25°C). Posteriormente se centrifugé a 13800

g durante 5 min a temperatura ambiente y se decantd y peso el agua o aceite.

Las capacidades de retencion de agua y aceite (CRA y CRO, respectivamente) se
calcularon utilizando la ecuacién. 8 y expresado como masa (g) de agua o aceite por unidad

de masa (g) de harina.

Wo—-Ws

Wo

CRA or CRO (%)= x 100

Ec. (8)

donde Wo son los valores de masa de agua o aceite utilizados (g) y Ws es el agua recuperada

en el sobrenadante o el aceite no absorbido (g), respectivamente.

3.1.2.6.2 Viscosidad

La viscosidad de la HC y HD se determin6 segun el método adaptado de Ramashia et al.
(2018). Se prepararon cuatro suspensiones de harina diferentes con agua destilada al 5, 10,
15 y 20% (p/v). Una vez preparadas las suspensiones, se dejaron reposar durante 30 min a
temperatura ambiente (25°C). Las mediciones se realizaron con un viscosimetro digital
modelo DV3TLV (Brookfield Engineering Laboratories, MA, EE. UU.), utilizando un
adaptador de muestra y el husillo SC4-31. Las mediciones se realizaron a velocidades de 150,
200 y 250 rpm durante 150 s. La viscosidad de las suspensiones se determind en cinco puntos

cada 30 s.
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3.1.2.6.3 Capacidad de formacion de espuma y estabilidad de la espuma

La capacidad espumante (CE) se determiné por triplicado. Se prepararon concentraciones de
5,10, 15y 20 % de harinas de 4. armida (HC y HD) en agua destilada. Se realiz6 un control
con caseina al 3%. Las mezclas se mezclaron durante 1.5 min usando un homogeneizador
Omni-International (Modelo GLH-3005, EE. UU.) a 14,200 rpm, y el volumen de espuma
(V2) se registrdé inmediatamente a 0 y luego a 30 min. La capacidad de espuma (CE) se
calculd usando la siguiente ecuacion (Ec. 9). La estabilidad de la espuma (EE) se calculd

utilizando la ecuacion 10.

V2-V1
Vi

CE (%) = x 100

Ec. (9)

V30
EE (%) = <7 x100

Ec. (10)

Donde Vi es el volumen inicial (mL) y V> es el volumen después de espumar (mL), V3o es el

volumen después de 30 min de reposo (mL).
3.1.2.6.4 Capacidad emulsificante y estabilidad de la emulsion

La capacidad emulsionante (CM) y la estabilidad de la emulsion (EM) se determinaron por
triplicado. Se realizé un control de caseina al 3% (p/v). Se prepararon soluciones al 5, 10, 15
y 20% (p/v) con agua destilada y harina de 4. armida (completa y desgrasada). Luego se
agregaron 4 g de cada mezcla a 4 g de aceite de canola y se mezclaron usando un
homogeneizador Omni-International (Modelo GLH-3005, EE. UU.) a 14,200 rpm durante
1.5 min. Se midieron la altura de la capa emulsionada y el contenido total del tubo después

de 30 min. La capacidad emulsificante se calcul6 (Ec. 11) como:

Altura de la capa emulsificada en el tubo (mL)
CM(%) = - x 100
altura total del contenido de la mezlca en el tubo (mL)

Eec. (11)
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La estabilidad de la emulsidn fue calcula con la ec. 12:

EM (%) = Altura de la capa emulsionada en el tubo después de 30 min(mL) 100
T Altura de la capa emulsionada (mL) X

Eec. (12)

3.1.2.7 Analisis estadistico

Los resultados se expresan como media + desviacion estandar y se analizaron utilizando
ANOVA de una via y pruebas de comparacion de Tukey utilizando un nivel de confianza del
95%. Antes del andlisis estadistico, se evalud la normalidad de los datos y la homogeneidad
de la varianza. Ademas, el analisis de los resultados de la viscosidad se realizd6 mediante el
procedimiento del modelo lineal general para identificar diferencias significativas (p < 0.05)

utilizando Minitab 18® (Minitab Inc., EE. UU.).

3.1.3 Resultados

3.1.3.1 Composicion proximal

La composicion proximal de las muestras de HC y HD de A. armida se presenta en la Tabla
1. Todos los resultados son significativamente diferentes entre harinas (p<0.05). El contenido
de humedad fue bajo para ambas harinas (HC 2.32% y HD 4.12%). La proteina es el mayor
porcentaje de los macronutrientes presentes en la HD (46.89%) mientras que en la HC fue
del 20.36%. El contenido de lipidos en HC es significativamente diferente al de HD (p<0.05);
el total de lipidos se redujo de 24.18% a 0.50% mediante el proceso de desgrasado.

La fibra cruda es menor en HC (7.3%) que en HD (13.1%) y el contenido de cenizas en HC
(4.7%) es significativamente diferente al de HD (6.7%) (p<0.05). Los carbohidratos

calculados fueron mas abundantes en la HC 41.2%, mientras que en la HD fue 28.7%.
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Tabla 1. Composicion proximal de la harina completa y desgrasada de Arsenura armida.

Componentes Contenido (g/100g BS)

HC HD
Carbohidratos 41.19* 28.69°
Proteinas 20.36 £3° 46.89 £3°
Grasas 24.18 £2¢ 0.50 £0.3°
Fibra cruda 7.3+0.5° 13.07 £2°
Ceniza 4.65+0.3° 6.73 £0.02°
Humedad 2.32+0.5° 4.12 £0.09°

HC, harina completa; HD, harina desgrasada; BS, base seca. Cada valor se presenta como la media = DE
(n=3). Los valores seguidos de una letra en superindice diferente en cada fila difieren significativamente
(p<0.05). Los carbohidratos se calcularon por diferencia.

El contenido de minerales en la HC se presenta en la Tabla 2.. Los principales
macrominerales presentes fueron sodio, potasio, calcio y magnesio, mientras que los
microminerales fueron hierro y zinc. No se detectd presencia de metales pesados, solo

arsénico en concentracion traza (2 x10™mg/100 g).

Tabla 2. Contenido de minerales de la harina de Arsenura armida.

Mineral mg/100 g peso seco
Na 1034.4 +1
K 561.0 £1
Ca 333.1+6
Mg 1323 +08
Zn 6.6 £0.1
Fe 5.9=x0.1
As 2 x1073 £ 0.000004
Cd ND
Pb ND

ND, no detectado. Cada valor es presentado como la media + DE (n=3)
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3.1.3.2 Perfil de proteinas (SDS-PAGE)

El tamafio de las proteinas se puede observar en la Fig. 2, donde las bandas se observan mas
claras e intensas con el ultimo tratamiento con urea 6 M. Las proteinas solubles de A. armida
se separaron mediante SDS-PAGE y se clasificaron en siete grupos segun su peso molecular.
Todas las fracciones mostraron bandas con pesos moleculares que oscilaron entre 10 y 100

kDa.

Polipéptidos (94kDa)

Proteinasas y B-glicosidasas (59kDa)

Proteinas musculares tropomiocina
(40kDa)

Proteinas de choque térmico (26 kDa)

Cuticula larvaria (14 kDa)

Proteina de cuticula (14kDa)
Proteinas de la hemolinfa (12kDa)

Figura 2. Proteinas solubles de la harina de Arsenura armida. M, marcador de peso molecular,
extraccion de proteina con diferentes soluciones 1 al 4. Lineas: 1, 20mM Tris HCI + 0.2 M NaCl; 2,
1+2M urea; 3, 1+ 4M urea; 4, 1+ 6M urea.

3.1.3.3 Propiedades fisicas

Los atributos de color medidos en las harinas de 4. armida (HC y HD) fueron luminosidad
(L*), contribucion roja (+a*) y amarilla (+b*). La determinacion del color de ambas harinas
se muestra en la Tabla 3. Hubo diferencia significativa (p<0.05) en la luminosidad entre HC
(17.08) y HD (20.41) siendo la HD de color mas claro. También se observo una diferencia

significativa (p<0.05) en la contribucion de los rojos y amarillos; ambos valores fueron
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mayores en HC. El proceso de desgrasado produjo cambios de color, éste se expresa mediante
el indice de oscurecimiento y la diferencia total de color (Tabla 3), el cambio de color es
claramente notorio (Fig. 3), y la muestra con mayor indice de oscurecimiento fue la HC

(46.09) (Mokrzycki y Tatol, 2011).

Tabla 3. Caracteristicas fisicas y propiedades tecnofuncionales de la harina completa (HC) y harina
desgrasada (HD) de Arsenura armida.

10 CRA | CRO CE
% % %

L a b AE | TP DA DC | IC | RH %) @ | Gie)

17.08 | 0.68+ | 6.1+ | 038 0.49 22251 | 118.7 | 21.21

HC o | o8 0.06° ) 316 0,004 | x0.007 | 22 1.2 4160'239 +3° +5° +0.0°

2041 | 034+ | 1.8+ 0.47 0.50 275.64 | 121 18.57

HD +0.2° 0.05° 0.04° 5.37 143° +0.006* +0.007* 6 1.06 li%zbs iSH iSa +0.08 b

TP, tamafio de particula(um); DA, densidad aparente (g/mL); DC, densidad compactada (g/mL); IC, indice de
compresibilidad; RH, Radio de Hausner; IO, Indice de oscurecimiento; CRA, capacidad de retencion de agua;
CRO, Capacidad de retencion de aceite; CE, Calor especifico. Cada valor es presentado como la media +DE
(n=3). Valores seguidos de una superindice diferente en cada columna son significativamente diferentes (p
<0.05).

Se detectd una diferencia significativa (p<0.05) en el tamafio de particula entre
harinas, siendo la HC la de mayor tamano (316 um) (Tabla 3). La densidad aparente (DA)
también se muestra en la Tabla 3 y hubo una diferencia significativa (p<0.05) entre ambas
harinas. La HC present6 la menor DA de 0.38 g/mL mientras que la HD 0.47 g/mL, y la
densidad compactada de las harinas no present6 diferencia significativa (p>0.05). Ambas
harinas de A. armida pueden considerarse polvos de buena fluidez ya que sus valores de
indice de compresibilidad (IC) las clasifican como aceptables (22) y excelentes (6) y el indice
de Hausner (HR) las clasifican como buenas (1.2) y excelentes (1.06) para HC y HD,

respectivamente (Tabla 3).
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Figura 3. Diferencia de color entre las harinas de Arsenura armida. a, Harina desgrasada (HD); b,
harina completa (HC).

3.1.3.4 Propiedades tecnofuncionales

3.1.3.4.1 Capacidad de retencion de agua y aceite y calor especifico

En la Tabla 3 se muestran los valores de CRA y CRO de ambas harinas. La menor CRA se
observd en la HC 222.51%, mientras que con HD se obtuvo 275.64%. No hubo diferencia
significativa (p>0.05) entre los valores de CRO de la HC (118.7%) y la HD (121%). En
cuanto a los valores de calor especifico obtenidos para las harinas de 4. armida, estos fueron

significativamente diferentes entre si (p<0.05) 21.21 kJ/g para HC y 18.57 kJ/g para HD.

3.1.3.4.2 Viscosidad

Los resultados de viscosidad se muestran en la Tabla 4. El valor de viscosidad més alto se
observo al 20% de concentracion de HD a 150 rpm con una diferencia significativa (p<0.05)
en comparacion con el resto de las concentraciones de harina (5, 10 o 15%).. HC al 5-10% y

HD al 5% mostraron una viscosidad minima.

3.1.3.4.3 Capacidad y estabilidad de la espuma y emulsion

Los valores de la capacidad de formacion de espuma (CE) y estabilidad de la espuma (ES)
de las harinas de A. armida se muestran en la Tabla 4. La HC no mostr6 capacidad de espuma,
mientras que la HD mostr6 capacidad de espuma a una concentracion de 5-10% (p/v) que
van del 24.60% al 36.67%; y la ES fue de 89.43 y 36.66%, respectivamente.

Los valores de la capacidad de formacion de emulsion (CM) fueron mayores y

significativamente diferentes (p<0.05) del control, ademas el HD al 15 y 20% (p/v) mostro
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diferencias significativas respecto al control (p<0.05). Ambas harinas mostraron estabilidad
de la emulsion (EM) de 92.43 a 100% y duraron aproximadamente 48 h mantenidas a

temperatura ambiente (25 ° C) (Fig. S1, Fig. S2)

3.1.4 Discusion
3.1.4.1 Composicion proximal

Los componentes principales de 4. armida fueron proteinas, carbohidratos y lipidos (Tabla
1). El contenido de proteina encontrado en A. armida HC es menor que el de HD,
probablemente relacionado con el proceso de extraccion de lipidos (Laroche et al., 2019),
ademas el valor de proteina en HD (46.89%) es similar a la proteina cruda reportada en 7.
molitor (44-68%), que es una larva popular con un potencial significativo para la produccion
a gran escala en los E.U.A., ahora utilizada para el consumo humano a nivel mundial y como
alimento para mascotas, animales de zooldgico, etc. (Hong et al., 2020). Por otro lado, el
contenido de proteina HC (20.32%), es el porcentaje mas bajo reportado para el orden
Lepidoptera(Doberman, 2017); esta diferencia observada entre el contenido de proteinas en
HC y HD también se reportaron en las harinas de 7. molitor (desgrasadas 59.1 g/100 g y no
desgrasadas 38.6 g/100 g) (Grove et al., 2021). Finalmente, al comparar las harinas de 4.
armida con fuentes de proteina vegetal como la soya seca (35.8%), o fuente animal como
como la carne se obtuvo un 23.2% para la carne de vacuno, un 24.8% para la ternera y un
21.5% para el cordero (Siulapwa et al., 2014) lo que hace evidente el potencial de este insecto
como fuente alternativa de proteinas. Sin embargo, es necesario evaluar la calidad,

digestibilidad y disponibilidad de los nutrientes de los alimentos.

El contenido lipidico de HC (24.18g/100g) est4 en el rango reportado por Doberman
(2017) para el orden Lepidoptera, (8.81 a 56.65g/100g), este macronutriente es importante
en los alimentos porque aumentan la palatabilidad, conservan sus sabores y ayudan a
transportar vitaminas liposolubles esenciales (Omotoso, 2006). El hexano utilizado como
solvente mostr6é un buen rendimiento de extraccion en harina de A. armida al poder reducir
el contenido de grasa a 0.50 g/100g, esto concuerda con Gravel et al. (2021) quienes

informaron una extraccion de aceite superior al 96% en T. molitor
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Los alimentos ricos en fibra tienen un beneficio nutricional ya que ayuda a reducir el
estrefiimiento y es un conocido agente en el control de peso y reduccion de grasa, en este
sentido la harina de A. armida es una buena fuente de fibra para la nutricién humana ya que
el contenido de fibra cruda que se encuentra es comparable a la fibra dietética de vegetales
como el trigo, las lentejas, la remolacha y las almendras (entre 7.8 y 12.6 g/100 g) (Dhingra
et al., 2012). Es posible que la quitina esté presente en la fibra de 4. armida, porque se ha
reportado que la quitina insoluble es la forma mas comun de fibra en los insectos (Koufimska
y Adamkové, 2016). Asimismo, se ha reportado quitina en larvas de 7. molitor con un

contenido de 4.92% (Song et al., 2018).

Los carbohidratos determinados fueron mas abundantes en HC que en HD, esto puede
estar relacionado con la extraccion de lipidos y la pérdida de carbohidratos solubles en
solventes no polares como el hexano durante el proceso de desgrasado. El polisacarido que
cumple estas caracteristicas y esta presente en mamiferos y no mamiferos como los insectos,
es el glucogeno (Dilworth et al., 2017; Arrese y Soulages, 2010). Este insecto puede aportar
hasta el 22% de la ingesta diaria total de carbohidratos recomendada para los humanos (130

a 210 g) (Schulz y Slavin, 2021).

Las diferencias en el valor energético entre harinas pueden deberse al mayor
contenido de grasa en la HC que en la HD; ya que la grasa aporta mas energia (mas del doble)
del aporte de los carbohidratos y las proteinas. Estos resultados son similares a los reportados
para harinas de grillos comestibles que oscilan entre 20.33 y 21.92 kJ/g, lo que significa que

estas harinas tienen un mayor aporte calérico (Montowska et al., 2019).

Los bajos valores de humedad en las harinas de A. armida representan una ventaja
para la vida util porque Fellers y Bean (1977) informaron que el contenido de humedad de la
harina de trigo durante el almacenamiento debe ser del 10 al 12% para un almacenamiento
seguro y a largo plazo. Hasta el momento no se ha especificado un rango de contenido de
humedad como ideal para las harinas de insectos, pero diferentes estudios han reportado

desde 1.5 hasta 27.7% de humedad en especies como Orictes boas, Cirina forda,
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Gonimbrasia belina, Oryctes rhinoceros y Gonimbrasia (Nudaurelia) alopia (Anaduaka et

al., 2021; Hlongwane et al., 2020; Vanqa et al., 2022).

Los insectos comestibles son reconocidos como una buena fuente de minerales de
importancia nutricional como hierro, zinc, calcio, fésforo, potasio y otros (Koutfimska y
Adamkova, 2016). En este sentido, el consumo de harina de 4. armida podria aportar entre
2 y 5 veces mas hierro que la carne de res y el pollo, respectivamente. Ademas, el contenido
de zinc que se encuentra en 4. armida podria contribuir a la ingesta diaria recomendada que
oscilaentre 8 y 13 mg (Tao y Li., 2018). El calcio fue entre 3 a 8 veces mayor que lo reportado
para T. molitor (larvas), Gryllodes sigillatus y Schistocerca gregaria (adultos) (Zielinska et
al., 2015) y puede contribuir con el 83% del requerimiento de este mineral para adultos (Beto,
2015). Finalmente, el contenido de potasio en la HC podria cubrir el 12% del requerimiento
diario para el ser humano establecido en 4700 mg/d (Weaver, 2013). Los hallazgos en el
contenido de minerales de este estudio son superiores a los reportados para el orden
Lepidopterapor Siulapwa et al. (2014). En general, la adicion de esta harina a los productos
alimenticios procesados tiene el potencial de mejorar el contenido mineral de los alimentos
y puede contribuir a mejorar las dietas de una poblacion donde la fortificacion de los

alimentos es esencial.

3.1.4.2 Perfil de proteina (SDS-PAGE)

El tratamiento mas efectivo para la extraccion de proteinas fue utilizar la mayor
concentracion de urea (6 M) debido al efecto desnaturalizante de este compuesto. Los tres
posibles mecanismos de accidon de la urea son: interacciones directas de la urea con la
proteina; efectos indirectos mediante la perturbaciéon del entorno del disolvente para
favorecer la solvatacion de los residuos hidrofobicos; y una combinacion de efectos directos
e indirectos (Bennion y Daggett, 2003). Los tamafios de las proteinas solubles de A. armida
separadas por SDS-PAGE son similares a las proteinas encontradas en Locusta migratoria
que oscilan entre 6 y 100 kDa, y a las proteinas de choque térmico (16, 26, 29, 70 y 82 kDa)
en larvas de abeja (Brogan et al., 2021; Chacon-Almeida et al. 2000). Segtn la intensidad de
los perfiles electroforéticos (Fig. 1), fueron abundantes las bandas <20 kDa. En particular,

bandas que varian de 10 a 17 kDa son fuertemente visibles en A. armida, similares a las
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reportadas por otros autores para larvas de 7. molitor, que podrian corresponder a proteinas
de hemolinfa a ~ 12 kDa (Yi et al., 2013). A continuacion, se observaron bandas que van de
15 a 30 kDa, también reportadas por Yi et al. (2013), se planted la hipdtesis de que eran
proteinas de la cuticula larvaria como proteinas similares a la quimotripsina (24 kDa). Otras
bandas observadas alrededor de 60 kDa podrian pertenecer a B-glicosidasa (59 kDa),
proteinasas similares a tripsina (59 kDa) y tipos de proteinas que participan en la
melanizacion (65 kDa) (Yi et al., 2013). Bubler et al. (2016) y Brogan (2021) observaron
hallazgos similares. . Otros tipos de proteinas que se pueden encontrar entre 40 a 100 kDa
son la proteina muscular tropomiosina y altas cantidades de tubulina, que son responsables
de la formacion de los microtibulos (Purschke et al., 2018). Finalmente, Annadurai et al.
(1992) informaron que los polipéptidos dentro del rango de 14 a 94 kDa podrian ser para el
cerebro, el cuerpo cardiaco, el ganglio subesofagico y la hemolinfa en especies como S.

gregaria.

3.1.4.3 Propiedades fisicas

El color es un factor crucial que influye en la aceptacion de los insectos comestibles (Lucas-
Gonzalez et al., 2019). Se han analizado la harina de algunos otros insectos , G. belina, H.
illucens y Macrotermes subhylanus; estas especies han llamado la atencion como fuentes
alternativas de proteinas; de hecho, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA)
estd considerando actualmente la mosca soldado-negra (H. illucens) como un ingrediente
novedoso para su uso en alimentos (Vanqa et al., 2022). Estas harinas tuvieron valores mas
altos de luminosidad (57.95, 53,69, 43.52), contribucién de rojo (3.92, 4.46, 5.72) y amarillo
(20.02, 13.08, 12), respectivamente, que la harina de 4. armida, esto puede estar relacionado

con su diferente composicion proximal.

3.1.4.4 Propiedades tecnofuncionales

3.1.4.4.1 Capacidad de retencion de agua y aceite y calor especifico

La capacidad de retencion de agua (CRA) y la capacidad de retencion de aceite (CRO) son
propiedades tecnofuncionales importantes de ingredientes alimentarios como la harina, asi

como en el procesamiento y las aplicaciones en alimentos. Uno de los factores que afectan el
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CRA y el CRO es el contenido de proteinas, ya que las proteinas tienen propiedades
hidrofilicas e hidrofobicas para interactuar con el agua y el aceite de los alimentos. La
cantidad de agua o aceite retenido afecta directamente la textura y sabor de los productos,
especialmente en productos carnicos y de panaderia (Wang et al., 2021). Varios factores
influyen en las propiedades de retencion de agua de las harinas con alto contenido de
proteinas, como la harina de A. armida, incluida la composicion de aminoécidos, la
conformacion de las proteinas y la polaridad/hidrofobicidad de la superficie (Akpossan et al.,
2014). Se observd un mayor CRA en HD, lo que puede estar relacionado con la mayor
cantidad de proteinas y sus aminoacidos hidréfilos que pueden unirse a mas moléculas de
agua. En comparacion, la harina de trigo tiene un CRA de 90.7%, la harina de avena 95.8%
y la harina de soya 130% (Mesias y Morales, 2017). Por lo tanto, los CRO de ambas harinas
de A. armida son mas altos que las harinas de cereales comunmente utilizadas y otras harinas
de insectos comestibles como el saltamontes (Zonoceros variegatus) con 127%, por lo que
pueden ser una opcidn para usar como ingrediente en productos de panaderia o carnicos
(Aryee et al., 2018; Kim et al., 2017). EI CRO es importante porque la grasa retiene el sabor
y aumenta nuestra capacidad para saborear los alimentos (Vanga et al., 2022). Los valores de
CRO de HC y HD son menores en comparacion con otras harinas de insectos, como C. forda
(178.7%) y T. molitor (233%) (Omotoso, 2006). La capacidad de estas harinas para absorber
y retener aceite puede mejorar la textura y la sensacion en boca, potenciar el sabor y reducir
la pérdida de grasa en productos alimenticios como carnes trituradas, analogos y masa

horneada (Kisambra et al., 2015).
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Tabla 4. Viscosidad de las harinas de 4. armida a tres velocidades diferentes y propiedades de formacion de espuma y emulsion a diferentes
concentraciones de harina.

Formacion de espuma y emulsiéon

Viscosidad
Tipo 3 1 (cP) Porcentaje (%)
Concentracion
de % (p/v)
harina °(p 150 rpm 200 rpm 250 rpm CE ES CM EM
e d d NS ’
5 <0.01 <0.01 <0.01 NS 94.44 +0 * 92.43 +0.6¢
10 <0.01° <0.01¢ <0.014 NS NS 93.75 +6° 100 £0°
HC
15 1.70£0.9¢  0.96+0.9¢ 1.5340.6° NS NS 100 £0° 100 £0?
20 4.27+0° 3.20+0° 2.30+0.6° NS NS 100 £0° 100 0°
5 <0.01¢ <0.01¢ <0.01¢ 24.60 £0.7¢ 89.43 28 83.33 +0° 100 £0?
10 4.274+0° 2.2440.9° 1.53+0.6° 36.67 +3° 36.66 £3° 78.33 £3° 100 0°
HD
15 17.07+0° 11.20 +0° 7.68+0° NS NS 100 £0° 100 £0?
20 55.0442°  39.68+0.71° 29.6942° NS NS 9827+0.8° 9827 40.8
Control 3 ; - ; 68.75 £6° 90.06 £6° 83.33 0P 100 £0°
Caseina

Cada valor de viscosidad se presenta como la media += DE (n=5). Los valores seguidos de una letra en superindice diferente en cada columna son
significativamente diferentes (p <0.05). CE, Capacidad de formacion de espuma; ES, estabilidad de la espuma; CM, capacidad de emulsion; EM, estabilidad de
la emulsion. NS, no mostré valores. Cada valor de capacidad de espuma y emulsion se presenta como la media + DE (n=3). Los valores seguidos de una letra en

superindice diferente en cada columna son significativamente diferentes (p<0.05).
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3.1.4.4.2 Viscosidad

La viscosidad es una propiedad importante que limita la concentracion maxima en procesos
como la evaporacion y la ultrafiltracion, e influye en la atomizacion de los productos antes
del secado en algunos ingredientes alimentarios como harinas y productos lacteos (Morison
etal., 2013).

Los resultados obtenidos mostraron que las harinas de 4. armida se comportan como
fluidos no newtonianos a medida que aumenta la concentracion (15-20% para HC y 10-20%
para HD) (Tabla 4). Este comportamiento no newtoniano es similar al observado en
concentrados proteicos, concentrado de leche desnatada, leche condensada, nata y otros

productos (da Silva y da Costa, 2017).

3.1.4.4.3 Capacidad y estabilidad de la espuma y emulsion

Las espumas son sistemas coloidales de dos fases que son una propiedad tecnofuncional
critica porque son importantes para la aceptacion de muchos productos alimenticios por parte
del consumidor. Para exhibir buenas propiedades espumantes, una proteina debe ser capaz
de migrar rdpidamente a la interfaz aire-agua, desplegarse y reorganizarse en la interfaz
(Vanga et al., 2022). La concentracion y la presencia de grasa en la harina influyeron en
ambas propiedades. La HC no mostr6 capacidad de formacion de espuma; esto puede estar
relacionado con su contenido de grasa debido a que se ha reportado que algunos aceites
naturales y sus componentes como acidos grasos son agentes antiespumantes (Kougias et al.,
2013). Mientras tanto, la HD mostré capacidad de espuma a una concentracion de 5-10%
(p/v) con valores superiores a los reportados para insectos comestibles populares como el
grillo africano (Gryllidae sp.) (6% CE y 3.05% ES) y C. forda (7.10% CE y 3% ES) (Hall et
al., 2017; Omotoso, 2006). Comparando los resultados con la CE y ES de la caseina utilizada
como control (68.75%), este estudio sugiere que A. armida HD (5-10%) podria ser deseable

como agente espumante.

Una emulsion se compone de dos liquidos inmiscibles, uno disperso como gotas en

el otro liquido que funciona como fase continua (Hu et al.,, 2017). Las diferencias
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significativas de los valores de CM de la HC y HD respecto al control pueden deberse a la
capacidad de los lipidos y proteinas presentes en la harina de 4. armida para adsorberse en
la interfaz, ya sea en forma individual o agregada, y por lo tanto son capaces de cumplir con
los requisitos para funcionar como agente emulsionante (Lazzaro et al., 2017). La harina de
A. armida es una opcidn interesante para usar como emulsionante debido a que hoy en dia la
industria alimentaria estd buscando una alternativa sin huevo para usar en productos como
mayonesa, aderezos para ensaladas, panaderia, etc. (He et al., 2019). Estas harinas tuvieron
mayor CM en comparacion con algunos insectos comestibles estudiados en los ultimos afios
como G. belina, M. subhylanus, H. illucens, S. gregaria 'y A. mellifera, que reportaron valores
de CM mas bajos (20.8 a 67.33%) (Hall et al.., 2017; Vanqa et al., 2022). La estabilidad de
la emulsion de ambas harinas es mayor en comparacion con la EM que muestran las harinas
de arroz (37.31%), trigo (38.38%) y papa (41.92%), esto es importante cuando se utiliza
como ingrediente en alimentos como productos carnicos triturados, ensaladas. aderezos,
postres helados y mayonesa (Chandra y Samsher, 2013).

La buena capacidad de emulsion y la estabilidad de la harina de A. armida resaltan el

potencial para utilizarla de manera efectiva en emulsiones alimentarias.

3.1.5 Conclusion

Los resultados del presente estudio establecieron el potencial de las harinas comestibles del
insecto A. armida como fuente de nutrientes, asi como sus propiedades tecnofuncionales. Las
harinas HC y HD son ricas en proteinas, un nutriente esencial necesario para la dieta humana.
Los resultados obtenidos para las propiedades fisicas y tecnofuncionales las clasifican con
buenas caracteristicas de fluidez, lo que hace que estas harinas sean valiosas para la industria
alimentaria como un potencial fortificante. HD exhibi6é buena capacidad de retencion de
agua, propiedades de espuma y emulsion; estos valores son superiores a los de HC, esto la
hace qtil en la produccion de alimentos como salchichas, sustitutos de la carne y productos
de panaderia. Antes de incorporarlas en formulaciones de productos alimenticios, son
esenciales estudios futuros sobre la vida 1til y las propiedades reologicas y estructurales de
estas harinas. Estas harinas pueden recomendarse para el consumo general como alimento

nutricional.
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3.2 Aislamiento de mezclas de péptidos con potencial bioactivo a partir del hidrolizado

de proteinas de las larvas de Arsenura armida

Resumen

Este estudio explora el uso de insectos como fuente de proteinas de alta calidad rica en
péptidos bioactivos para la nutricion humana. Los objetivos incluyen establecer condiciones
Optimas para la extraccion de péptidos, identificar sus secuencias y evaluar su potencial como
antioxidantes y agentes antimicrobianos en la harina de Arsenura armida. El contenido de
proteina en el extracto de harina de 4. armida fue del 54%. Para obtener péptidos como
potenciales agentes antioxidantes y antimicrobianos, se empled una relaciéon enzima
(pepsina)/sustrato de 10:1 y 1:1, con tiempos de digestion de 2 h (A2) y 1 h (A4),
respectivamente. El valor de Clso para el ensayo antioxidante DPPH (2,2-Difenil-1-
Picrilhidrazilo) fue de 22.5 pg/uL para A2. En el ensayo antioxidante in vivo con
Caenorhabditis elegans, los péptidos A2 en concentraciones de 0.75 pg/uL y 1.5 pg/uL
exhibieron un porcentaje de supervivencia que oscilaba entre 32.6% y 35.3%. La muestra A4
demostrd la mayor actividad antimicrobiana, inhibiendo el crecimiento de bacterias Gram-
positivas (Listeria monocytogenes 'y Staphylococcus aureus) con valores de MIC
(concentracién minima inhibidora) de 0.11 pg/mL y 0.23 pg/mL y MBC (concentracion
minima bactericida) de 0.23 pg/ml para ambos. El anélisis de péptidos revelo que A2 contenia
péptidos con actividades antihipertensivas (37%) y antioxidantes (58%) identificadas,
mientras que A4 comprendia péptidos con propiedades antihipertensivas (62%),
antioxidantes (31%) y antimicrobianas (2%). Los péptidos antimicrobianos identificados a
través de la base de datos BIOPEP fueron LFGF y FLLF. Esta investigacion subraya el
potencial de los péptidos de 4. armida como componentes valiosos en alimentos funcionales

o nutracéuticos, ofreciendo beneficios para la salud mas alla de la nutricion bésica.
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3.2.1. Introduccion

Seglin las Naciones Unidas, se espera que la poblacion mundial crezca hasta casi 9.700
millones de personas en 2050, un hecho que exigird un aumento en la produccion de
alimentos y piensos (Quah et al., 2023). Derivado de esto se necesita una solucion sostenible,
como es el caso de la entomofagia, que ha ido ganando relevancia en los ultimos afios
(Teixeira et al., 2023). En este sentido, la Organizacion para la Agricultura y la Alimentacion
promueve los insectos comestibles como fuente de alimento, y se han informado que se

reconocen mas de 2000 especies de insectos comestibles (Quah et al., 2023).

Aunque la composicion nutricional de los insectos varia considerablemente segun la
especie, la etapa de desarrollo, las condiciones ambientales y la alimentacion, generalmente
se les considera una fuente importante de proteinas de alta calidad con un contenido
equilibrado de aminoécidos (Koufimska y Adamkova, 2016). Prueba de ello es el gran
nimero de publicaciones de los ultimos anos (Amarender et al., 2020; Brogan et al., 2021;
Eleftherianos et al., 2021; Zielinska et al., 2021). Sin embargo, investigaciones recientes
contribuyen a los beneficios para la salud del consumo de insectos al resaltar no solo su valor
nutricional sino también su bioactividad peptidica. Esto se atribuye a su alto contenido de
proteinas, que oscila entre el 7 y el 91 %, lo que los convierte en una valiosa fuente de
péptidos biologicamente activos. Se ha demostrado que estos péptidos ofrecen diversos
efectos beneficiosos para la salud humana, incluidas propiedades antioxidantes,
antihipertensivas, antimicrobianas, antidiabéticas, antiobesidad y antiinflamatorias, entre
otras (Texeira et al., 2023; Zielinska et al., 2020). El creciente interés por los péptidos
bioactivos derivados de insectos que han sido denominados ‘“nuevo alimento” por la
Comision Europea segun el Reglamento (UE) 2015/2883 y esto ha llevado a la comunidad
cientifica a explorar sus aplicaciones en la salud humana tal como el impacto positivo en las

funciones corporales (Iriti y Vitalini, 2022; Van Huis, 2016).

Los péptidos bioactivos con beneficios para la salud humana suelen oscilar entre dos
y veinte residuos de aminoécidos, y la secuencia y composicion determinan su actividad. La
hidrdlisis de proteinas es un proceso crucial para extraer péptidos bioldgicamente activos de

las proteinas de los insectos. Estudios recientes se han centrado en identificar la forma mas
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eficaz de purificar péptidos bioactivos para su uso en la industria alimentaria y farmacéutica
(Bhandari et al., 2020; Ferrazzano et al., 2023). Los péptidos bioactivos pueden desempefiar
funciones importantes en diferentes sistemas fisiologicos. En el sistema cardiovascular
pueden actuar como agentes antihipertensivos al inhibir la actividad de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA) (Sanchez & Vazquez, 2017). En el sistema
inmunologico, exhiben propiedades anticancerigenas al suprimir la proliferacion del ciclo
celular e inducir la apoptosis en células cancerosas (Bhandari et al., 2020). Ademas,
diferentes péptidos bioactivos procedentes de insectos han demostrado efectos antidiabéticos
al inhibir enzimas como la a-amilasa, la a-glucosidasa y la dipeptidil peptidasa IV (DDP-
IV), suprimiendo los picos de glucosa posprandial contrarrestando la hiperglucemia. Estos
ejemplos representan una nueva generacion de reguladores bioactivos (Apostolopoulos et al.,
2021; Ferrazzano et al., 2023). Sin embargo, a pesar de esta nueva informacion, se ha
estudiado un nimero limitado de insectos comestibles en busca de propiedades bioactivas

(Teixeira et al., 2023).

En todo el mundo, el gusano de seda (Bombyx mori) de la familia Lepidoptera es la
especie mas estudiada entre varios insectos comestibles (Nongonierma y FitzGerald, 2017).
Se ha demostrado que sus péptidos exhiben efectos antihipertensivos, antioxidantes,
antidiabéticos e inmunomoduladores. En este sentido, los antioxidantes juegan un papel
esencial en la prevencion de procesos degenerativos porque varios estudios han demostrado
que los péptidos antioxidantes tienen efectos protectores contra las especies reactivas de
oxigeno y pueden contribuir a una reduccion significativa del nivel de estrés oxidativo

(Zielinska et al., 2018).

Los AMP o péptidos antimicrobianos (AMP) son un grupo variado de moléculas. Son
componentes indispensables de la inmunidad innata de los insectos y son una especie de
péptidos de secuencia corta (menos de 50 residuos de aminoacidos), que tienen un amplio
espectro de actividad contra virus, bacterias, hongos y parasitos (Sdnchez & Vazquez, 2017,
Staczek et otros, 2023). Por lo tanto, los AMP de insectos se consideran una fuente
importante de agentes antimicrobianos potenciales en aplicaciones alimentarias, tienen

efectos positivos sobre la inmunidad congénita de las células huésped y estan involucrados
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en los sistemas de defensa inmune de los humanos. También desempefian funciones
importantes en la defensa inmune innata, la induccion de quimiocinas, la quimiotaxis y la

inflamacion (Liu et al., 2019).

A pesar de la temprana aceptacion de la entomofagia en México, no existen
suficientes estudios que identifiquen péptidos bioactivos en insectos comestibles consumidos
tradicionalmente en algunas regiones. Arsenura armida es una mariposa consumida en su
estado larvario en Huaquechula, Puebla, comiinmente conocida como Cuetlas, es uno de los
insectos mas apreciados y consumidos en esta region, y se puede encontrar en temporada de
verano en el arbol de Jonote (Heliocarpus appendiculatus) (Cortazar-Moya et al., 2023;
Melo-Ruiz et al., 2016). Esta investigacién tuvo como objetivo establecer las condiciones
para la obtencion de péptidos bioactivos a partir de harina de A. armida, identificar su

secuencia y evaluar su potencial como agente antioxidante y antimicrobiano.

3.2.2 Materiales y métodos
3.2.2.1 Aislamiento de la proteina de la harina de A. armida

Se recolectaron larvas de A. armida de 4rboles de Jonote en Huaquechula, Puebla, México
(18°45'16.6"N 98°34'16.4"W) en agosto de 2020. Las larvas de 4. armida recolectadas se
lavaron cinco veces con agua destilada (1 :5 p/v) para obtener harina de larvas. Luego del
lavado, se secaron en estufa (Felisa, México) durante 12 h a 55°C hasta peso constante, y
luego se pulverizaron durante 12 s a 10,000 rpm utilizando un Nutribullet® hasta
homogeneizar la textura (para obtener 100 g de harina, se necesitan aproximadamente 105
larvas secas). El proceso de eliminacion de grasa se realizo mediante el método de extraccion
por solvente semicontinuo Soxhlet (AOAC 960.39), utilizando hexano como solvente.

Luego, la harina desgrasada se suspendio en un tampon pH 7.5 (NaCl 0.2 M, Tris-HCI 20
mM y urea 6 M; harina/tampon, 1:10, p/v) y se dejo en un mezclador de rodillos de tubo a 4
°C durante 24 h, después la suspension se centrifugé a 7,850 g durante 15 min a 4 °C, se
recuperd el sobrenadante y se realizd un segundo ciclo de extraccion utilizando el pellet.
Ambos sobrenadantes se combinaron y se dializaron utilizando una membrana de celulosa
de 43 mm en 500 ml de una soluciéon con urea 3 M, NaCl 0.2 M, tampon Tris-HC1 20 mM,

pH 7.5, durante 1 h a 22 °C. Este proceso se repitio para disminuir la concentracion de urea
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alM, 0.25 My 0 M, hasta que se elimin6 la urea presente. Finalmente, se aplicaron dos
ciclos de dialisis con 500 ml de tampén NaCl 0.2 M y Tri-HCl 20 mM, pH 7.5. Luego, la
solucion se liofilizd y se almacend a -20 °C hasta su uso posterior. La proteina total se
determind mediante el método micro-Kjeldahl 945.01 (AOAC, 2008) con modificaciones

menores como se describe en trabajos anteriores (Cortazar-Moya et al., 2023)

3.2.2.2 Digestion de la proteina

La digestion de la proteina de A. armida se realizd con pepsina porcina (>400 unidades/mg
de proteina) (Sigma-Aldrich) en tampon citrato fosfato (NaxCO3 0.5 M, C6H8O7 0.09 M)
pH 2.4 a 0.75 mg/mL de proteina. Se probaron tres relaciones diferentes enzima/sustrato
(10:1, 1:1, 1:10 p/p) (Tabla 5). La mezcla se dejo en un agitador de rodillos (Cole-Parmer
SRT6D, Fisher Scientific, UK) a 30 rpm, 37 °C durante 3 h, cada hora se tomaron alicuotas
de todas las proporciones y luego se filtré usando filtros Amicon® Ultra de 15 mL, con
membranas de corte de peso molecular (PM) de 10 kDa (EMD Millipore; Billerica, MA, EE.
UU.), se centrifugaron a 7,850 g durante 40 min. Finalmente, los filtrados resultantes se

liofilizaron y almacenaron a -20 °C hasta su uso posterior.

Tabla 5. Condiciones probadas y muestras obtenidas de la digestion con pepsina de proteinas

extraidas de la harina de 4. armida.

ID muestra Relacion enzima: sustrato  Tiempo de Digestion (h)
Al 1:10 1
A2 1:10 2
A3 1:10 3
A4 1:1 1
A5 1:1 2
A6 1:1 3
A7 10:1 1
A8 10:1 2
A9 10:1 3
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3.2.2.3 Actividad antioxidante
3.2.2.4.3.1 DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo) y determinacion de ICsg

La actividad antioxidante se determiné mediante dos métodos, ensayos de radicales DPPH*
y ABTS". El método DPPH se realizd segin el procedimiento reportado por Jiménez-
Gonzalez et al. (2023) y se realizo a todas las muestras (A1-A9). Brevemente, se mezclaron
20 pl de cada muestra (1 pg/pl) con 200 pl de solucion etandlica de DPPH (0.1 mM) en una
microplaca. Las mezclas se homogeneizaron utilizando la funciéon de agitacion de un
espectrofotometro UV-Vis Multiskan Sky Microplate (Thermo Scientific, Singapur).
Después de la incubacion en la oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente, se
midid la absorbancia a 517 nm. Se incluy6 un control negativo con proteina no digerida.

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

La capacidad antioxidante se reportd como mg de equivalente de Trolox (TE)/100 mg
de muestra, ya que Trolox es una sustancia quimica estandar para comparar la actividad
antirradical. Para este proposito, 1) se estimo6 el % de inhibicion de los péptidos utilizando la
ecuacion (1) donde Absppru es la absorbancia del DPPH reactivo sin la muestra, Abss es la
absorbancia de cada muestra con DPPH después de 30 min, y DF es el factor de dilucion.

Abspppy — Absg

Inhibicion % = x 100
Abspppy

Eec. (1)

ii) Se construy6 una curva de calibracion utilizando diferentes concentraciones de
Trolox (0 — 200 ppm) (Ec. 2). iii) El % de inhibicion para cada concentracion de Trolox se

represent6 en funcion de su concentracion (X).

Inhibicién % = 0.4739x — 1.2876
Ec. (2)

iv) La ecuacion de regresion lineal de la curva de calibracion (Ec. 2) se utilizo para
calcular la capacidad de actividad antioxidante reemplazando el % de inhibicion de cada

muestra (péptido y control negativo) (Ec. 3).
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Inibicion %—1.2876
0.4739

Actividad antioxidante (miTE) = ( ) X DF Ec. (3)

Para obtener el valor ICso, definido como la concentracidon necesaria para disminuir
la actividad oxidante al 50%, se emplearon diferentes concentraciones de péptidos. Los
cambios en el % de inhibicion (ecuacion 2) se representaron frente a las concentraciones de

péptidos. El valor de ICso se calcul6 sélo en la muestra con mayor actividad antioxidante.

3.2.2.4.3.2 ABTS (2,2"-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-dcido sulfonico))

El segundo método utilizado para determinar la actividad antioxidante en todas las muestras
(A1-A9) ocupa el radical ABTS, siguiendo la metodologia propuesta por Gomez-Garcia et
al. (2022) con algunas modificaciones. Primero, se prepar6 el radical ABTS" (ABTS 7 mM
y persulfato de potasio 2.45 mM, en proporcion 1:1) y se dejo incubar durante un minimo de
16 h en la oscuridad a temperatura ambiente (22 °C). Luego, se mezclaron 15 pL de cada
muestra (1 pg/pul) con 200 puL. de solucion ABTS y se mantuvieron durante 6 min a
temperatura ambiente. La absorbancia se midiéo a 750 nm con un lector de microplacas
(Multiskan Sky, Thermo Scientific, Singapur). Se incluyd un control negativo con proteina

no digerida. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

Los resultados se expresaron como mg TE/100 mg de muestra. i) Los valores de
absorbancia de la muestra y la solucion ABTS se usaron para calcular el porcentaje de
inhibicion (Ec. 4), donde Absagts es la absorbancia del ABTS reactivo sin la muestra, Absss
es la absorbancia de cada muestra y mezcla de ABTS después de 6 minutos, y DF es el factor

de dilucién.

Abs — Abs
Inhibicién % = —=2215 55 % 100
Absprs

Ec. (4)

i1) Se construyo una curva estandar con Trolox a diferentes concentraciones (Ec. 5).

Se calculd y representd el porcentaje de inhibicion de la absorbancia en funciéon de la
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concentracion de antioxidantes (Trolox para el estdndar). iii) Se obtuvo la ecuacion de
regresion lineal de la curva de calibracion para utilizarla en calculos posteriores.

Inhibicion % = 0.1035x — 2.52
Ec. (5)

iv) La ecuacion 5 se utilizd para obtener actividad antioxidante (Ecuacion 6). El1 % de

inhibicion de cada muestra se usé para reemplazarlo en la ecuacion.

L. o mg TE Inhibicion % — 2.52
Actividad antioxidante ( ) = ( 01035 ) X DF

Ec. (6)
3.2.2.4.3.3 Ensayo in vivo con Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans es un organismo que suele vivir en el suelo y se alimenta de bacterias
y otros microorganismos. Debido a su pequefio tamafo, anatomia simple, corta vida til,
estructura Unica, facil reproduccion y genoma completamente secuenciado, se utiliza como
modelo bioldgico en la investigacion cientifica. Este organismo sirve como un modelo
importante para investigar una variedad de procesos diferentes, como la capacidad
antioxidante, la toxicidad de los alimentos, los compuestos bioactivos y mas (Lozada-
Ramirez et al., 2023). En este ensayo se utilizd6 como modelo bioldgico el nematodo C.
elegans (cepa N2, tipo salvaje Bristol), alimentado con la bacteria uracilo auxotréfica
Escherichia coli OP50 de crecimiento en caldo Luria Bertani (LB); ambos organismos fueron
obtenidos a través del Departamento de Ciencias Quimico-Biologicas de la Universidad de
las Américas Puebla. Siguiendo el método reportado por Gonzalez-Pefia et al. (2021), los
nematodos se mantuvieron a 22 + 2 °C en placas de medio de crecimiento de nematodos
(NGM) (60 x 15 mm) (12 mL) inoculadas previamente con 200 pL de E. coli OP50 (108
UFC/mL) como fuente de alimento. Luego, cada 5 a 7 dias, las placas se lavaron con 2 ml de
tampon M9 (Na2HPO4 42 mM, KH2PO4 22 mM, NaCl 85 mM, MgS04 -7H20 0,8 mM),
luego se centrifugaron a 6,000 g a 4 °C durante 1 min (centrifuga Sorvall ST 8R, Thermo

Fisher Scientific, Alemania) y transferidos a placas frescas con NGM.

La sincronizacion de nematodos es esencial para realizar observaciones comparables

en ensayos in vivo. Para lograr la sincronizaciéon se utiliza una solucion alcalina de
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hipoclorito. Esta solucién aprovecha la vulnerabilidad de los adultos maduros al hipoclorito,
lo que provoca su disolucion, mientras que los embriones quedan protegidos por la céscara
del huevo y permanecen ilesos (Lozada-Ramirez et al., 2023). Para la obtencion de los huevos
del nematodo, los gusanos se tomaron en estado adulto (72 h), se lavaron con tampon M9
para eliminar las bacterias y se centrifugaron a 6,000 g y 4 °C durante 1 min (centrifuga
Sorvall ST 8R, ThermoFisher Scientific, Alemania). Después de retirar el sobrenadante, se
afiadio 1 ml de solucion M9 y se centrifugd nuevamente en las mismas condiciones. Se
elimind el sobrenadante una vez maés y se afiadio 1 ml de NaOH 1 M. Luego, la mezcla se
agité con un vortex (Vortex-Gene 2 G560, Scientific Industries, EE. UU.) durante 30
segundos y luego se centrifugd en las mismas condiciones. Se eliminé el sobrenadante y se
agregaron 500 pL de NaOH 1 M y 500 puL de NaOH 1 M: NaClO al 5% (60:40 v/v); Luego
se agito en vortice durante 60 segundos y se centrifugo en las mismas condiciones. Se elimind
el sobrenadante, se lavo dos veces con 1 ml de solucion M9 y se centrifugd entre cada lavado,
aumentando la velocidad de centrifugacion a 7,400 g. Finalmente, se eliminé el sobrenadante
y el residuo con los huevos de los nematodos se colocd en nuevas placas NGM con E. coli

OP50 fresca. Las placas se incubaron a 22 + 0.2 °C (Gonzélez-Pena et al., 2021).

Los nematodos sincronizados se utilizaron para el ensayo antioxidante in vivo. Para
ello, se planifico la suplementacion alimenticia de C. elegans utilizando los péptidos. El
ensayo bioldgico consistid en el crecimiento de huevos de C. elegans en los siguientes
grupos: (a) grupo control, NGM con E. coli; (b) NGM con E. coli suplementada con 0.75
pg/uL y 1.5 pg/ul de péptidos de harina de A. armida de la muestra A2; (¢) NGM con E.
coli suplementada con 225 pg/mL de Trolox como antioxidante (control positivo). Los
nematodos C. elegans se cultivaron en esas condiciones durante 48 h, luego se transfirieron
a placas nuevas con 400 uM de juglona (5 hidroxi-1,4-naftoquinona; Sigma-Aldrich,
México) como agente oxidante. Para este ensayo, se utilizaron 2243 nematodos por placa y
el ensayo se realiz6 por duplicado. Se contaron los nematodos que sobrevivieron en todos los
grupos analizados cada hora hasta un total de siete horas. Los nematodos se consideraban

muertos cuando no se observaba respuesta a un estimulo provocado por un asa de platino.
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3.2.2.4 Ensayo antimicrobiano
3.2.2.4.1 Cepas bacterianas, medio de cultivo, condiciones de crecimiento y péptidos

Las cepas modelo utilizadas fueron Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella
Typhimurium (ATCC 13311), Shigella sonnei (ATCC 25931), Listeria monocytogenes (Scott
A)y Staphylococcus aureus (ATCC 25923), todas las cepas se obtuvieron del Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos de la Universidad de las Américas Puebla (Puebla, México). Las
cepas modelo se reactivaron en caldo de soya tripticaseina (TSB, Bioxon BD, México) y se
incubaron a 37 + 1.0 °C durante 24 h (Arrioja-Breton et al., 2020). Los péptidos analizados

corresponden a las muestras A1-A9.

3.2.2.4.2 Método por difusion en pocillo

Las muestras A1-A9 fueron evaluadas para medir su potencial actividad antimicrobiana
mediante el método de difusion en pozos de agar reportado por Arrioja-Bretdn et al. (2020)
con modificaciones menores. Las cepas modelo se cultivaron en 10 ml de Caldo Soya
tripticaseina (TSB, Bioxon BD, México) y se incubaron a 37 + 1.0 °C durante 24 h hasta una
concentracion inicial de 10 UFC/mL, luego se realizaron una serie de diluciones hasta una
concentracion final de 10* UFC/mL, excepto S. aureus (ATCC 25923) 10° UFC/mL, luego
se utiliz6 0.1 mL de cada cultivo de las bacterias modelo y se extendi6 en placas de Agar
(TSA). Se perforaron cuatro pocillos (de 9 mm de didmetro) en cada placa y se llenaron con
200 pl (0.75 pg/ul de proteina) de cada muestra (A1-A9). Como controles se utilizaron 200
pL de proteina no digerida (0.75 pg/uL) y la solucion tampon. Las muestras de péptidos y la
proteina no digerida se resuspendieron en agua Milli-Q. Las placas se incubaron a 37 °C +
1.0 °C durante 24 h. Cada experimento se realizé por duplicado. Se observoé el crecimiento
bacteriano y se midio6 el diametro de la zona de inhibicion de crecimiento alrededor de los
pocillos (mm) (incluido el pocillo) con un calibrador vernier digital (Mitutoyo Corp.,

Kawasaki, Japon).
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3.2.2.4.3 Concentracion minima inhibitoria (MIC) y concentracion minima bactericida
(MBC)

La concentracion minima inhibitoria (MIC) se definid6 como la concentracion minima de
péptidos a la que no se observé crecimiento microbiano (no se observo turbidez en el pozo).
El ensayo se realizd con la muestra con mayor sensibilidad de la prueba de deteccion de la
Tabla 7 (A4) que tenia 16.04 £0.23 mm de inhibicién contra S. aureus y 14.38 +£1.07 mm
contra L. monocytogenes. El método se realizd segin Arrioja-Breton et al. (2020) con
modificaciones menores. Para el ensayo se utilizé un volumen de 25, 50 y 75 pL con una
concentracion de 0.11, 0.23 y 0.32 pg/mL de péptidos respectivamente. Las cepas bacterianas
(L. monocytogenes y S. aureus) se cultivaron a 371 °C durante 18 h, desde una
concentracion inicial de aproximadamente 108 UFC/mL, después se realizaron diluciones
seriadas hasta una concentracion final de 10* UFC/mL, luego 50 pL de las suspensiones
bacterianas se agregaron a cada pocillo para lograr una concentracion final de = 1 x 10°
UFC/mL, se us6 caldo de soya tripticaseina y agua estéril para alcanzar un volumen final de
200 pL por pocillo. Se utiliz6 un control positivo con nisina (2.5 mg/uL) y un control negativo
(sin agente inhibidor) con las cepas bacterianas (Shin et al., 2016). Las microplacas se
incubaron a 37 + 1 °C durante 24 h y la absorbancia se midi6 a 630 nm. Los experimentos se

realizaron por triplicado.

El MBC de los péptidos se obtuvo afadiendo 50 pL de soluciones de los pocillos
donde no se observd crecimiento en placas de agar soya tripticaseina. El valor de MBC
correspondio a la concentracion mas baja de péptidos con subcultivos negativos después de

la incubacion a 37+1°C durante 48 h. Estas determinaciones se llevaron a cabo por triplicado.

3.2.2.5 Identificacion de péptidos

Las muestras A2 y A4, que exhibieron las mayores actividades antioxidantes y
antimicrobianas, respectivamente, se sometieron a analisis con espectrémetro de masas (LC-
MS/MS) para la identificacion de péptidos. Para esto, ambas muestras de hidrolizado de
pepsina se fraccionaron utilizando un sistema RSLC UltiMate 3000 (Dionex, Sunnyvale,
CA) y se interconectaron con un espectrometro de masas Orbitrap Fusion™ Tribrid™

(Thermo-Fisher Scientific, San Jos¢, CA) equipado con un sistema “EASY Spray” Fuente de
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nanoiones” (Thermo-Fisher Scientific, San José, CA). El espectrometro de masas se oper6
en modo de ionizacion positiva con el voltaje de nanopulverizacion establecido en 3,5 kV 'y
una temperatura de fuente de 280 °C. Para la identificacion de péptidos y el analisis
estadistico, los datos sin procesar se analizaron utilizando el software PEAKS Studio 11
(Bioinformatics Solutions Inc., Waterloo, Canadd) con la base de datos de secuencias de la
superfamilia Bombycoidea (164,697 descargadas el 6 de junio de 2023) de la base de datos
de proteinas NCBI. Los parametros de busqueda fueron los siguientes: digestion proteolitica
con pepsina a pH 2, oxidacidon de metionina y desamidacion de asparagina/glutamina como
modificaciones dinamicas, masa precursora de 20 ppm y ion fragmento de 0.5 Da como
tolerancias. Todos los péptidos con puntuacion ALC > 90 % se consideraron secuenciados
correctamente y, utilizando este criterio, se busc6 manualmente cada péptido en la base de
datos BIOPEP-UWM (Minkiewicz et al., 2019) para determinar si poseian o no alguna de

las bioactividades como se analiz6 anteriormente (antioxidante o antimicrobiana).

3.2.2.6 Andlisis estadistico

Antes de realizar el analisis estadistico, era importante evaluar la normalidad de los datos y
la homogeneidad de la varianza para garantizar que se cumplieran los supuestos subyacentes
a las pruebas estadisticas elegidas. Para verificar la normalidad de la distribucion se emple6
la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Se reportaron las medias y las desviaciones estandar (DE) de todas las
determinaciones realizadas por duplicado y triplicado. Los datos se analizaron mediante la
prueba ANOVA vy rutinas de comparacion de medias (Tukey, p<0.05). Los ensayos de
supervivencia de C. elegans se analizaron utilizando la metodologia de Kaplan-Meier y la
prueba de rangos logaritmicos para determinar diferencias significativas (p<0.05). Todos los
analisis se realizaron utilizando el software estadistico Minitab (version 18, Minitab Inc., EE.

uu.).
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3.2.3 Resultados y discusion

3.2.3.1 Digestion de la proteina

Los aminoacidos que componen los péptidos bioactivos suelen ser inertes en su proteina
original (Najafian y Babji, 2014). Para tener efectos funcionales, deben liberarse de la
secuencia de proteinas mediante hidrolisis enzimatica, fermentacion microbiana (accioén
proteolitica de los microorganismos) o mediante hidrélisis quimica acida y alcalina
(extraccién con solventes) (Lemes et al., 2016). La bioactividad de los hidrolizados de
proteinas estd influenciada por diferentes factores, incluidas las condiciones de hidrdlisis, el
tipo de enzima utilizada, la configuracion y secuencia de los péptidos y la composicion de
aminoacidos. Estos factores estan estrechamente relacionados con la actividad de los
hidrolizados, como son sus capacidades antimicrobianas y antioxidantes, que juegan un papel

importante en su bioactividad (Borrajo et al., 2019).

El contenido de proteina total cuantificado en el extracto de harina de A. armida fue
del 54%, lo que lo clasifico como un concentrado de proteina segun el informe de Zhong y
Jin (2008), donde los concentrados de proteina de suero son productos comerciales con un
contenido de proteina del 25% al 80%, y los aislados de proteinas suelen tener mas del 90%
de proteina. En este trabajo se realizo la hidrolisis enzimatica del concentrado proteico de 4.
armida utilizando tres diferentes relaciones enzima/sustrato (E/S) y diferentes tiempos para
evaluar las diferencias que ocurren en este amplio rango de hidrolisis y bioactividades, para
encontrar la muestra con la mayor bioactividad antioxidante y antimicrobiana. Otros estudios
han reportado el uso de un rango de relacion estrecho que puede limitar las observaciones de
los efectos de esta variable en la obtencion de péptidos con bioactividad (Hall et al., 2018;

Sousa et al., 2020).
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3.2.3.2 Actividad antioxidante

3.2.3.2.1 DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo), ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-

6-dacido sulfonico)) y determinacion de ICsg

Los radicales DPPH" y ABTS" tienen una absorbancia caracteristica a 515 y 734 nm,
respectivamente, esta absorbancia cambia después de su reduccién por un compuesto
antirradical (AH). La reduccion de DPPH" y ABTS" se puede controlar midiendo la
disminucién de la absorbancia durante la reaccion. Los métodos son simples, precisos y
econdmicos, lo cual es importante en una investigacion de deteccion (Shalaby y Shanab,

2013).
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Figura 4. Actividad antioxidante de péptidos obtenidos del concentrado proteico de A. armida. a) Actividad
antioxidante de los péptidos A1-A9 de A. armida frente a los radicales DPPH" y ABTS". Cada valor se
presenta como la media + DE (n=3). Los valores seguidos de una letra diferente en cada barra del mismo
color son significativamente diferentes (p<0.05). b) Porcentaje de inhibicion de la muestra A2 frente a DPPH"
y el valor de ICso.
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La actividad antioxidante de todas las muestras obtenidas (A1-A9) y el control negativo con
proteina no digerida se probaron in vitro utilizando los métodos ABTS" y DPPH"; los
resultados se muestran en la Figura 4a. Como se puede observar, todas las muestras tuvieron
un efecto antioxidante con ambos radicales DPPH" y ABTS". La relacion enzima/sustrato
tuvo un efecto significativo (p<0.05) sobre la actividad antioxidante de los péptidos de A.
armida. Las muestras A1-A3 tuvieron la mayor actividad antioxidante contra DPPH' y
ABTS" con un valor maximo de 14.30 mg Eq. Trolox/100 mg (muestra A2) y 8.77 mg Eq.
Trolox/100 mg (muestra Al), respectivamente. El tiempo de digestion no tuvo efecto
significativo (p>0.05) entre las muestras. La diferencia en los patrones de captacion de
ABTS" y DPPH" podria deberse a la afinidad de ABTS" por péptidos hidrofilicos, mientras
que los péptidos hidrofébicos pueden interactuar facilmente con radicales peroxilo, como
DPPH", lo que nos puede llevar a suponer que las muestras analizadas tienen mas péptidos
hidrofobicos (Jiang et al., 2018; Vanqa et al., 2022). Respecto a las muestras A4-A9, la menor
capacidad antioxidante puede estar relacionada con el grado de hidrolisis y el tipo de grupo
de aminoacidos liberados con esas condiciones, estudios previos han reportado que la
actividad bioactiva depende del numero de enlaces peptidicos hidrolizados, concentracion
del sustrato, relacion enzima/sustrato, tiempo de incubacion, demostrando asi que las
condiciones de digestion de las muestras A4-A9 no son las adecuadas para la obtencion de

péptidos antioxidantes (Lopez-Garcia et al., 2022; Zhao & Liu, 2023).

La muestra A2 presentd la mayor capacidad inhibidora contra el radical DPPH", y
esta misma muestra se utilizd para determinar la ICso, cabe sefialar que la muestra A2
contiene una mezcla de péptidos no purificados, y los péptidos que se mencionan a
continuacion como referencia son péptidos purificados. Los resultados mostraron un valor
de ICso de 22.5 pg/uL (Fig. 4b), que se acerca al valor informado por Quah et al. (2023),
quienes observaron un valor de ICso de 8.73 pg/uL para un péptido (KVEGDLK) aislado de
Gryllodes sigillatus. Estos resultados son inferiores a los reportados para el péptido FDPFPK,
que es uno de los péptidos antioxidantes mas potentes que se encuentran en los insectos. Este
péptido se aisld de langostas (Schistocerca gregaria) y mostrd una fuerte capacidad de

eliminacion de ABTS" y DPPH" con valores de ICso de 0.08 y 0.35 pg/uL, respectivamente
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(Zielinska et al., 2018; 2020). La diferencia entre los valores puede estar relacionada con el
método de hidrolisis y la pureza de los péptidos porque se ha reportado que los métodos de
extraccion de péptidos a partir de las proteinas han demostrado tener un gran impacto en la
estabilidad, biodisponibilidad y funcionalidad de los péptidos. La mayoria de los péptidos
funcionales estan presentes en matrices complejas que contienen una gran cantidad de
fracciones de proteinas hidrolizadas y se requiere su separacion y purificacion para mejorar
su actividad (Jiang et al., 2020; Okoye et al., 2022). El valor de la investigacion de péptidos
antioxidantes radica en las posibles aplicaciones de dichos péptidos como aditivos
alimentarios, suplementos que promuevan la salud y agentes terapéuticos (Zielinska et al.,
2018). La mayoria de los péptidos funcionales estan presentes en matrices complejas que
contienen una gran cantidad de fracciones de proteinas hidrolizadas y se requiere su

separacion y purificacion para mejorar su actividad (Jiang et al., 2020; Okoye et al., 2022).

3.2.3.2.2 Ensayo In vivo con Caenorhabditis elegans

C. elegans es susceptible al estrés oxidativo experimental cuando se expone a ciertos
compuestos prooxidantes, como perdxido de hidrégeno (H>0»), hidroperéxido de terbutilico
(tBuOOH), paraquat (dicloruro de 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridinio), o juglona (5-hidroxi-1,4-
naftalendiona). Esta exposicion conduce a un aumento de los niveles de O, y ROS, lo que
acorta la vida y la supervivencia de los nematodos (Gonzalez-Pefia et al., 2021; Zhong y Jin,
2008). Debido a su idoneidad como organismo modelo, C. elegans se ha utilizado
ampliamente para estudiar los efectos de varios compuestos sintéticos y naturales sobre el
envejecimiento, la esperanza de vida y la regulacion genética. Con base en esta caracteristica,
los péptidos obtenidos de la muestra A2 de proteina digerida de A. armida se utilizaron para
evaluar la capacidad antioxidante en C. elegans. Esta muestra fue seleccionada debido a los
resultados que se muestran en la Fig. 1a. donde se puede observar que la muestra A2 tiene el

mayor efecto antioxidante.
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Figura 5. Curvas de supervivencia representativas de Kaplan-Meier de C. elegans. Comparacion de la tasa de
supervivencia de C. elegans tratados con péptidos de 4. armida 150 pg (0.75 pg/ uL) y 300 pg (1.5 pg/uLl) bajo
estrés oxidativo con 400 uM de juglona durante siete horas. Se compararon todos los tratamientos con el control
negativo (naranja), que no recibié ninguin tratamiento. Se utiliz6 como control positivo un grupo con Trolox
como antioxidante estandar (azul).

En este experimento se utilizd juglona para inducir estrés oxidativo agudo en C.
elegans en la etapa L4, los cuales habian sido expuesto previamente a péptidos de A. armida.
El grupo de péptidos (0.75 pg/uL) tuvo un porcentaje de supervivencia del 35.5%, el grupo
de péptidos (1.5 pg/uL) del 32.7% y el mas bajo fue el grupo sin antioxidantes con 0% de
sobrevivientes al final del ensayo (Fig. 5), en ambos tratamientos con péptidos no se observo
diferencia significativa (p>0.05). El mayor porcentaje de supervivencia se observo en el
grupo Trolox (71.8%). Trolox, un analogo soluble en agua de la vitamina E, es un
antioxidante bien conocido que se ha utilizado anteriormente para proteger contra el dafio
oxidativo en los nematodos. En este sentido, Zhang et al. (2018) demostraron que tanto
Trolox como la vitamina E podrian revertir el dafio oxidativo en C. elegans, prolongando asi

su esperanza de vida. Estos resultados son consistentes con los resultados de este estudio,
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respaldando el valor de C. elegans como modelo biolégico para evaluar la actividad
antioxidante de muchas sustancias y la capacidad de Trolox para reducir el dafio del estrés

oxidativo.

La esperanza de vida se extendio >7 h en el grupo Trolox, y los nematodos expuestos
a 0.75 pg/uL y 1.5 pg/uL de péptidos tuvieron una esperanza de vida de 4.91 h'y 4.71 h,
respectivamente (Tabla 6). Un estudio realizado con 1 pg/uL de péptidos de grillo (Gryllodes
sigillatus) tuvo un efecto antioxidante en C. elegans, extendiendo su porcentaje de
supervivencia dos veces en comparacion con el efecto de 0.75 ug/uL de péptidos de 4.
armida utilizados en este estudio (Mudd et al., 2022). Por otro lado, las especies vegetales
son las especies mas reportadas que tienen un gran potencial antioxidante. En este sentido,
se informaron resultados similares para extractos de Acai (Euterpe oleracea Mart.), donde
los nematodos expuestos al extracto vivieron significativamente mas que el control bajo
estrés oxidativo (Bonomo et al., 2014), y un estudio similar mostrdé que los péptidos de
Angelica sinensis pudieron aumentar la esperanza de vida de C. elegans expuesta al estrés

oxidativo (Krishnaiah et al., 2011; Wang et al., 2016).

Tabla 6. Efectos de los péptidos de A. armida en la esperanza de vida y porcentaje de
sobrevivientes de C. elegans bajo estrés oxidativo inducido con 400 uM de juglona.

Grupo Esperanza de vida Sobrevivientes (%)
(h)
Trolox >7 71.8
Péptidos (0.75 pg/pL) 4.91£0.23* 353
Péptidos (1.5 pg/uL) 4.71£1.02¢ 32.7
Sin antioxidantes 1.47+0.24° 0

Cada valor se presenta como la media + DE (n=2). Los valores seguidos de una letra en superindice diferente
en cada columna son significativamente diferentes (p<0.05).

3.2.3.3 Ensayo antimicrobiano, concentracion minima inhibitoria (MIC) y concentracion

minima bactericida (MBC)

Los péptidos antimicrobianos (AMP) son péptidos compuestos de 12 a 50 residuos de
aminoacidos. Hasta ahora se han descubierto mas de 3,100 AMP de diversas fuentes naturales
como bacterias, plantas, insectos, peces, aves y otros animales. Aunque no tienen una

secuencia definida e identificada, la mayoria de los AMP son hidr6fobos y tienen carga
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positiva. En el caso de los AMP de insectos, se ha reportado que contienen multiples residuos
de arginina (R) y/o lisina (K) que confieren una carga positiva neta que tiene afinidad de
unidn a los fosfolipidos anidnicos en las membranas celulares bacterianas. Este hecho esta
relacionado con los mecanismos de accidon reportados que consisten en alteracion de la
membrana, alteracion de la pared celular e interaccion con otros sitios de accidn internos.
Algunos péptidos antimicrobianos (AMP) pueden penetrar la membrana celular y dirigirse a
componentes intracelulares que interrumpen o inhiben procesos metabolicos vitales, incluida
la replicacion, transcripcion, biosintesis de proteinas, plegamiento y sintesis de componentes
de la pared celular (Eleftherianos et al., 2021; Liu et al., 2019; Savini et al., 2020; Staczek et
al., 2023).

Estos péptidos exhiben una potente actividad antimicrobiana contra una variedad de
bacterias, hongos y virus. Los AMP tienen numerosas ventajas, como una fuerte bioactividad,
baja toxicidad para las células eucariotas, una fuerte estabilidad térmica, alta solubilidad, bajo
peso molecular y falta de resistencia (Luo & Song, 2021; Miyoshi et al., 2016). Por lo tanto,
tienen un enorme potencial para aplicaciones en diversos campos (Jia et al., 2018). El efecto
de los péptidos de la harina de A. armida (muestras A1-A9) contra las bacterias modelo
analizadas se muestra en la Tabla 7. Todas las muestras analizadas mostraron una inhibicién

del crecimiento de L. monocytogenes y S. aureus, que son Gram-positivas.

El efecto antimicrobiano sobre bacterias Gram-positivas ha sido reportado en
defensinas de insectos, incluidas algunas bacterias patégenas humanas como S. aureus
(Brady et al., 2019). Las gloverinas presentes exclusivamente en insectos lepidopteros
muestran un amplio espectro de actividad antimicrobiana, siendo algunos miembros de esta
familia solo activos contra bacterias Gram-positivas y otros solo contra bacterias Gram-
negativas (Buonocore et al., 2021). Se ha observado que AMP incluso de insectos de la misma
familia, los efectos sobre las bacterias pueden variar. Por ejemplo, la defensina de ostras tiene
una accion limitada sobre las bacterias Gram-negativas debido a las interacciones
electrostaticas entre la defensina y las membranas bacterianas cargadas negativamente.
Algunos componentes, como el lipido II, estdn protegidos por la membrana externa de las

bacterias Gram-negativas, lo que impide que la defensina de ostras acceder al espacio
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periplasmico. Para volverse accesible en las bacterias Gram-negativas, es necesario dafiar la
membrana externa. Por el contrario, las defensinas de los mamiferos tienen el mismo lipido
IT objetivo y son activas contra bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, probablemente
debido a su actividad disruptiva de la membrana. Esto les permite acceder al lipido II en

bacterias Gram-negativas (Schmitt et al., 2010).

Se encontrd que la muestra A4 tenia las mayores zonas de inhibicion contra ambas
bacterias, 16.04 mm para S. aureus y 14.38 mm para L. monocytogenes (Fig. S3 y Tabla 8).
También se observd que no existe efecto significativo de los factores (relacion
enzima:sustrato o tiempo de digestion) en el diametro de la inhibicion en el crecimiento de
L. monocytogenes, pero en la inhibicion de S. aureus, ambos factores y su interaccion

tuvieron un efecto significativo (p< 0.05).

El efecto antimicrobiano observado de los péptidos de A. armida puede deberse a la
capacidad de ciertos AMP para atacar las membranas bacterianas; por ejemplo, las atacinas
y las gloverinas de AMP ricas en glicina pueden inhibir la sintesis de varias proteinas de la
membrana externa y otros AMP alteran los mecanismos intracelulares, por ejemplo, la
pirrocorisina AMP rica en prolina, aislada de Pyrrhocoris apterus (Eleftherianos et al., 2021).
Diversas defensinas han sido identificadas en distintas ordenes de insectos, como Hemiptera,
Coleoptera, Diptera, Hymenoptera y Lepidoptera. Las defensinas de insectos tienen entre 36
y 46 aminoécidos de longitud, son cationicas, contienen residuos de cisteina y pueden formar
puentes disulfuro. Son particularmente activos contra bacterias Gram-positivas como S.

aureus, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus y Bacillus megaterium (Bulet et al., 1999;

Duwadi et al., 2018).
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Tabla 7. Actividad antimicrobiana de los péptidos de la harina de Arsenura armida.

Salmonella enterica

LlStf”a Stap hi iococcus Shigella sonnei serovar Escherichia coli
Muestra ~ orocyiogenes aureus ATCC 25931 Typhimurium ATCC 25922
Scott A ATCC 25931 4 "
Ix 10°CFU/mL  1x10°CFU/mL !X 10*CFU/mL ATCC 14028 1 x 10* CFU/mL
1 x 10* CFU/mL
Al + + - - _
A2 - - _
A3 + + - - _
A4 + + - - -
AS + + - - _
Ab + + - - _
A7 + + - - )
A8 + - - B}
A9 + + - - _

Los experimentos se realizaron por duplicado (n = 4, 2 experimentos independientes con 2 repeticiones cada
uno). (+) No se observé crecimiento microbiano; (-) Crecimiento microbiano observado.

Tabla 8. Diametro (mm) de las zonas de inhibicidon generadas por los péptidos obtenidos de
la digestion de la harina de A. armida contra los microorganismos indicadores que
mostraron sensibilidad en la prueba de screening.

Diametro de inhibicién (mm)

Muestra Staphylococcus aureus Listeria monocytogenes
ATCC 25931 Scott A
1 x 103 CFU/mL 1 x 10* CFU/mL
Al 12.19 +0.99¢¢ 14.88+2.05*
A2 11.12 +0.38¢ 13.11+0.46°
A3 11.724+0.194 14.88+2.11°%
A4 16.04+0.23* 14.38+1.07°
A5 15.61+0.31* 15.15+0.04°
A6 13.0240.51°d 15.57+0.17%
A7 14.70£1.09%® 13.19+0.59°
A8 13.90+0.23%¢ 15.90+0.36*
A9 13.2440.29< 15.93+1.52°%

Cada valor se presenta como la media + DE (n = 4, 2 experimentos independientes con 2 repeticiones cada
uno). Los valores seguidos de una letra en superindice diferente en cada columna son significativamente
diferentes (p<0.05).
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La actividad antimicrobiana de los péptidos de la muestra A4 extraida de 4. armida
se probo frente a L. monocytogenes y S. aureus en términos de MIC y MBC. Los resultados
mostraron que la MIC es de 0.11 pug/mL para L. monocytogenes y de 0.23 pg/mL para S.
aureus (Tabla 9). Los péptidos tuvieron un efecto bactericida en contra de ambas bacterias a
una concentracion de 0.23 pg/mL. Los valores de MIC reportados en esta investigacion son
inferiores a los reportados para los péptidos antimicrobianos de 7ribolium castaneum
(HOLO1) (13.2 pg/mL) y Pediculus humanus humanus (LOUDEF1) (35 pg/mL) contra S.
aureus. Las defensinas de insectos reportadas en la literatura tienen una MIC en un rango de
1.3 a 39 pg/ml, estas defensinas han sido utilizadas para inhibir el crecimiento de diferentes
cepas de bacterias Gram-positivas (Duwadi et al., 2018). En el caso de MBC, se reportd que
un péptido (Thanatin) de Podisus maculiventris tiene un efecto inhibidor en Enterococus

faecalis a 55.87 pg/mL (Rouhani, 2021).

Tabla 9. Concentracion minima inhibitoria (MIC) y concentracién minima bactericida

(MBC) de la muestra A4.
Cepas bacterianas MIc MBC
(pg/mL) (pg/mL)
Listeria monocytogenes (Scott A)
1 x 10° CFU/mL 0.11 0.23
Staphylococcus aureus (ATCC 2593) 023 023

1 x 10° CFU/mL

3.2.3.4 Identificacion de péptidos bioactivos

Los péptidos son moléculas compuestas por una cadena de aminoacidos. Son
estructuralmente similares a las proteinas, pero mas cortas y se sabe que tienen un papel clave
en muchos procesos fisioldgicos. Se ha demostrado que los péptidos bioactivos derivados de
alimentos muestran una amplia gama de funciones fisioldgicas, incluidos efectos
antioxidantes, antihipertensivos, antimicrobianos y antiproliferativos (Zhang et al., 2013).
La btisqueda en la base de datos BIOPEP revel6 que en la muestra A2 el 37% de los péptidos
identificados estan asociados a un efecto antihipertensivo, el 58% estan asociados a un efecto
antioxidante y con un porcentaje menor se identificaron otros efectos bioactivos (Fig. 6, Tabla

S1). Para obtener péptidos con propiedades funcionales, como actividad antioxidante, la
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hidrdlisis enzimatica es el método mas eficaz y confiable en comparacion con la extraccion
con solventes o la fermentacion microbiana (Najafian y Babji, 2014). Los péptidos
antioxidantes suelen contener de 2 a 20 unidades de aminoécidos y su potencial se atribuye
a su composicion de aminoacidos. Con frecuencia, los residuos de aminoéacidos hidrofobicos,
como la leucina (L), la isoleucina (I) y la prolina (P) (Jiang et al., 2018), asi como los residuos
de aminodcidos aromaticos, como la tirosina (Y), se encuentran dentro de los péptidos
antioxidantes (Sun et al., 2019). Ademas, se ha informado que la mayoria de los péptidos con
actividad antioxidante extraidos de fuentes alimentarias muestran pesos moleculares que
oscilan entre 500 y 1800 Da, y los residuos de aminoacidos hidrofobicos se encuentran en el
extremo N de los péptidos y tienen tirosina (Y), lisina (K), histidina (H), prolina (P) o
metionina (M) en su secuencia (Najafian y Babji, 2014). En este sentido, los péptidos
encontrados en la muestra A2 tienen mas del 90% de esta longitud, y el 100% de los péptidos
tienen alguno de los aminoacidos mencionados anteriormente (Tabla S1). En la lista de
péptidos identificados en la muestra A2 (Tabla S1), el 40% tenia L o V en el extremo N, y el

83% tenia Y, K, H, P o M en su secuencia.

Los péptidos bioactivos pueden enriquecer a los alimentos nutracéuticos y
funcionales al mejorar las defensas bioldgicas contra el estrés oxidativo y las enfermedades
inflamatorias (Lorenzo et al., 2018). Ademas otra opcion es adicionar las fracciones de
péptidos antioxidantes como ingredientes funcionales en los sistemas alimentarios para
reducir los cambios oxidativos durante el almacenamiento. Varios estudios informaron que
la actividad antioxidante de los hidrolizados de proteinas y péptidos aislados preparados a
partir de fuentes como yema de huevo, gelatina de piel de hoki, mejillon azul marino, entre
muchas otras, es superior a la del a-tocoferol y, en algunos casos, tiene una actividad similar
o superior al de los antioxidantes sintéticos comunmente utilizados como el BHA
(hidroxianisol butilado) y el BTH (hidroxitolueno butilado) (Samaranayaka y Li-Chan,
2011).

Por otro lado, el analisis de los péptidos identificados en la muestra A4 reveld
péptidos con actividad antihipertensiva (62%), actividad antioxidante (31%) y actividad

antimicrobiana (2%). En esta muestra, se encontraron secuencias que coinciden
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completamente con los péptidos antimicrobianos LFGF y FLLF reportados en la base de
datos BIOPEP-UWM (Minkiewicz et al., 2019). En los insectos, los AMP reportados se
aislan comtiinmente de larvas (24%) como A. armida, seguido del veneno (22%), adultos
(19%), péptidos sintetizados (18%), pupas (11%), estudios genéticos ( 4%) y por ultimo el
medio de cultivo (2%) (Azmiera et al., 2022). Las defensinas son un tipo de péptidos
antimicrobianos (AMP) que se encuentran en varios o6rdenes de insectos como hemipteros,
coleopteros, dipteros, himendpteros y lepidopteros. Se han identificado como
particularmente activos contra bacterias Gram-positivas como Bacillus subtilis, S. aureus,
Bacillus megaterium y Micrococcus luteus. No obstante, algunos de ellos también han
mostrado actividad antimicrobiana contra bacterias Gram-negativas como E. coli (Manniello
et al., 2021). Otro grupo importante son las Gloverinas (péptidos ricos en glicina); algunos
de los péptidos con esta caracteristica se encontraron en la muestra A4:
YGYQGLGHGLGHGLGLGY, FGLGGGLGGSGGLGGHNY,
HAGVGLGGLLGGGAGGGL, GFGGGDGGGFGF (Tabla S2). Los péptidos gloverinas
exhiben actividad principalmente en bacterias Gram-negativas, especialmente contra E. coli,
pero algunos también tienen propiedades antimicrobianas contra bacterias Gram-positivas,

hongos y virus (Eleftherianos et al., 2021).

Las familias de AMP mencionadas anteriormente estdn relacionadas con la
informacion disponible en las referencias y las caracteristicas observadas en las secuencias
de péptidos obtenidas por LC-MS. El hecho de que algunas otras familias estén excluidas no
implica que no estén presentes en la muestra A4 de 4. armida. Es posible que las condiciones
de digestion probadas no liberaran otro tipo de péptidos. Por ejemplo, las cecropinas son un
AMP ampliamente reportado en insectos, pero es posible que no hayan sido liberadas durante

la digestion. (Brady et al., 2019).

Finalmente, como se puede observar en ambas muestras (A2 y A4), se identificaron
péptidos con efectos antihipertensivos; la capacidad antihipertensiva es la propiedad
bioactiva mas estudiada en los péptidos derivados de alimentos. Hasta el momento, dos
especies de insectos con potentes péptidos antihipertensivos (H. illucens y P. adspersa) han
sido identificadas. Desde esta perspectiva, la identificacion de péptidos con efectos

antihipertensivos en la harina de 4. armida puede ser lo siguiente a realizar.
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Figura 6. Bioactividad de péptidos en las muestras A2 y A4 identificadas mediante LC-MS/MS y utilizando
la base de datos BIOPEP. a) La muestra A2 mostro la presencia de péptidos con efecto antioxidante (58%),
efecto antihipertensivo (37%) y otras bioactividades en un porcentaje menor (5%) b) La muestra A4 mostrd
péptidos con efecto antihipertensivo (62%), antioxidante (31%) y antimicrobiano (2%) con dos secuencias
con coincidencia exacta: LFGF y FLLF.

Algunos estudios han informado que se pueden incorporar AMP o péptidos
antioxidantes al material de empaque para extender la vida util de tres maneras: incorporando
péptidos directamente al material de empaque, recubrimiento e inmovilizacion de péptidos
en la superficie del polimero usando métodos fisicos o quimicos (Sultana et al. al., 2021). La
proteina de A. armida podrian servir como fuente de nuevos péptidos antioxidantes y
antimicrobianos naturales que se podrian utilizar en productos alimenticios. Sin embargo, es
necesario realizar mas investigaciones para explicar la relacion estructura-funcion de los

péptidos antioxidantes y antimicrobianos (Najafian y Babji, 2014).

3.2.4 Conclusiones

Los resultados del presente estudio establecieron el potencial de las harinas comestibles del
insecto A. armida como fuente de péptidos con fuerte actividad antioxidante y
antimicrobiana, asi como las condiciones para extraer estos péptidos. La muestra A2 fue la
que tuvo mayor actividad antioxidante y la muestra A4 la que tuvo mayor actividad

antimicrobiana. Se cree que la presencia de aminodcidos hidrofobicos e hidrofilicos en las
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secuencias peptidicas contribuye a la alta actividad antioxidante en la muestra A2 de harina
de A. armida. Los péptidos ricos en glicina de A4 pueden contribuir al efecto antimicrobiano.
La harina de A. armida puede servir como fuente de nuevos péptidos antioxidantes y

antimicrobianos naturales que se podrian utilizar en productos alimenticios.
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3.3 Explorando el potencial tecnofuncional de la harina de insectos en la formulacion
de pan de trigo: un estudio comparativo con harinas de Arsenura armida y Acheta
domesticus

Resumen

La fortificacion y el enriquecimiento de los alimentos son tendencias populares en la
produccion de alimentos. Implican afiadir nutrientes esenciales a los alimentos para mejorar
su valor nutricional, potenciar sus propiedades funcionales y mejorar las propiedades
tecnofuncionales del producto. El enriquecimiento de los alimentos solo puede tener éxito si
los alimentos enriquecidos se consumen ampliamente y en cantidades suficientes. Por lo
tanto, los productos de panaderia como el pan o la pasta a menudo se seleccionan como matriz
alimenticia. Teniendo en cuenta lo anterior, se evaluo la influencia de la adicion de harina de
insectos sobre la calidad de pan de trigo, sus propiedades fisicas y caracteristicas sensoriales.
Esta investigacion tuvo como objetivo sustituir parcialmente en el pan la harina de trigo (5,
10 %) con harinas de Arsenura armida o Acheta domesticus. Se emple6 un disefio factorial
(2%) para evaluar los efectos de las proporciones seleccionadas de la harina de insectos, harina
de trigo y porcentaje de agua sobre las caracteristicas del pan. Los panes de las diferentes
formulaciones que contenian A. armida mostraron un contenido de humedad, ay y relacion
alto/ancho (A/a) similares en comparacion con el pan de trigo control. De la misma manera,
el pan con 4. domesticus solo mostré similitudes en el contenido de humedad y dureza con
el control. La adicion de A. armida cambid el volumen especifico, el pH y la dureza de los
panes; mientras tanto, la adicion de 4. domesticus afectd el contenido de humedad, a,
relacion A/a y volumen especifico. Para el color del pan, no hubo diferencia significativa
(p>0.05) en el AE de la miga de todas las formulaciones probadas, ni para 4. armida ni para
A. domesticus. Las variables evaluadas no afectaron esta caracteristica. Se observaron valores
de indice de oscurecimiento (I0) mas altos en las cortezas de los panes que en la miga. Los
resultados de la evaluacion sensorial revelaron que la modificacion de la formulacién no
afectd los atributos evaluados; los puntajes de la escala heddnica fueron “ligeramente
parecidos”, sin diferencia significativa con el control (p>0.05). La optimizacién del disefio
factorial mostr6 que la formulacién con mejor aceptabilidad general fue 5% harina de
insectos-60% agua-90% harina de trigo para A. armida y 5% harina de insectos-50% agua-

95% harina de trigo para A. domesticus.
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3.3.1 Introduccion

El sector alimentario se maneja actualmente entre la sostenibilidad, la seguridad alimentaria
y la innovacion, como una vision que apunta a practicas de consumo consciente y cuidado
del medio ambiente. La fortificacion y el enriquecimiento de los alimentos son tendencias
populares en la produccion de alimentos. Implican agregar nutrientes esenciales a los
alimentos para mejorar su valor nutricional, potenciar las propiedades protectoras de la salud
y mejorar las propiedades tecnofuncionales del producto (Zielinska et al., 2021). Esto puede
atribuirse a una mayor conciencia entre los consumidores sobre la importancia de una dieta
bien equilibrada y el papel que desempefian estos nutrientes en el mantenimiento de una
buena salud. Como resultado, los productos con altas cantidades de proteinas, vitaminas,

aminodcidos y minerales estdn ganando popularidad (Agrahar-Murugkar, 2020).

El enriquecimiento de los alimentos sélo puede tener éxito si los alimentos
enriquecidos se consumen ampliamente y en cantidades suficientes. Por lo tanto, los
productos de panaderia como el pan o la pasta a menudo se seleccionan como matriz
alimenticia, ya que pueden enriquecerse agregando ciertos ingredientes directamente durante
el procesamiento. Este tipo de fortificacion no s6lo potencia el valor nutricional del producto,
sino que también influye en sus caracteristicas tecnofuncionales y sensoriales. La calidad
nutricional de determinados tipos de pan suele mejorar incorporando legumbres, semillas
oleaginosas o hierbas (Agrahar-Murugkar, 2020). Sin embargo, la tendencia en la
fortificacion de alimentos estd cambiando hacia el uso de fuentes no convencionales de
nutrientes e ingredientes bioactivos. Esto se debe, por ejemplo, a la necesidad de transformar
la industria alimentaria, conduciendo a una gestion racional de los alimentos, el uso de nuevas
tecnologias, materias primas alternativas y la gestion de residuos, con un impacto negativo
menor al medio ambiente. En este contexto, utilizar insectos comestibles como ingredientes
alimentarios puede ser una buena alternativa para fortificar o enriquecer alimentos

convencionales (Gonzalez et al., 2019).

Los insectos son una fuente importante de proteinas, asi como de micronutrientes y

compuestos bioactivos. El contenido de macronutrientes de los insectos puede oscilar entre
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el 35% y el 61% de proteinas, entre el 15% y el 40% de grasas y entre el 3% y el 10% de
minerales (Rumpold y Schliiter, 2013). En todo el mundo los insectos mas consumidos
pertenecen a las familias de ColeopteraColedptera (escarabajos), Lepidoptera (orugas de
mariposas y polillas), Hymenoptera (abejas, avispas, hormigas), OrthopteraOrtdptera
(saltamontes, langostas, grillos, termitas), Hemiptera (cigarras, saltamontes y saltamontes,
chinches verdaderas, cochinillas), Odonata (libélulas) y Diptera (moscas) (Sogari, 2015). Los
grillos son una fuente popular de alimento debido a su alta eficiencia de conversion de
alimentos y su capacidad para alimentarse de subproductos y granos de cereales (Gonzalez
et al., 2019).

Muchos investigadores han concluido que los consumidores estarian dispuestos a consumir
insectos en una forma menos visible, como por ejemplo en polvos o harinas. En paises como
Australia y Polonia, sus pobladores indicaron que si consumirian una galleta o pan
enriquecido con harina de insectos comestibles (Guiné, 2022; Herbert y Beacom, 2021;
Orkusz et al., 2020). Este hallazgo resalta que las personas estin dispuestas a consumir
insectos comestibles siempre y cuando se incorporen a productos de panaderia con los que
estén familiarizados (Gonzalez et al., 2019; Wilkinson et al., 2018). Esta investigacion tuvo
como objetivo estudiar la incorporacion de la harina de dos insectos diferentes (Arsenura
armida y Acheta domesticus) al pan de trigo en diferentes proporciones y evaluar los cambios

en calidad, caracteristicas fisicas y sensoriales.

3.3.2. Materiales y métodos

3.3.2.1 Elaboracion del pan

Una formulacion estandar de pan con harina de trigo (HH), segin lo reportado por
Hernéndez-Figueroa et al. (2023), se utilizdo como control (C), incluyendo harina de trigo
(62%), sal (1%), levadura (1%) y agua (37%). Segun un disefo factorial de dos niveles con
tres factores (harina de insecto, agua y harina de trigo), se formularon un total de ocho
combinaciones (Tabla 10). La harina de insectos utilizada fue de Arsenura armida (Faa) o

Acheta domesticus (Fad).
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Tabla 10. Formulaciones de pan probadas utilizando harina de Acheta domesticus y
Arsenura armida de acuerdo al disefio factorial 2.

ID ID Harina de Agua (%) Harina de trigo
Harina: 4. Harina: 4. insecto (%) (%)
armida domesticus

Control 0 62 100

1Faa 1Fad 10 60 90
2 Faa 2Fad 10 50 90
3 Faa 3 Fad 5 60 90
4 Faa 4 Fad 5 50 90
5 Faa 5 Fad 5 60 95
6 Faa 6 Fad 10 50 95
7 Faa 7 Fad 10 60 95
8 Faa 8 Fad 5 50 95

La harina Fad fue comprada en un supermercado de la ciudad de Puebla, la etiqueta
reporta una composicion de 70% de proteina, 17% de lipidos, 5% de minerales, 2% de
humedad y 6% de carbohidratos. La Faa se obtuvo en la Universidad de las Américas Puebla
a partir de larvas recolectadas en agosto de 2020. Las larvas de A. armida recolectadas se
lavaron cinco veces con agua destilada (1:5 p/v). Luego del lavado, se secaron en estufa
(Felisa, México) durante 12 h a 55°C hasta peso constante, y luego se pulverizaron a 10,000
rpm utilizando un Nutribullet® hasta homogeneizar la textura (12 s), la composicion de la
harina de 4. armida fue 20.4% de proteinas, 24% de lipidos, 2.3% de contenido de humedad
y 41.2% de carbohidratos (Cortazar-Moya et al., 2023). Se us6 una mezcladora/amasadora
Legacy HL200 (Hobart, Troy, OH, EE. UU.) para mezclar y amasar los ingredientes. Todas
las piezas de pan se fermentaron durante 30 min a 40°C utilizando un horno Mini combo
(Zucchelli Alpha, Trevenzuolo, Verona, Italia); luego, la masa se dividié y formo en piezas
(60 g) y se horned a 200 °C durante 18 min en un horno eléctrico Mini combo (Zucchelli
Alpha, Trevenzuolo, Verona, Italia). Luego, el pan se enfrio a temperatura ambiente durante

60 minutos y se almacend en bolsas de polietileno selladas para su uso posterior.

3.3.2.2 Determinacion de las propiedades de calidad del pan.

A los panes se le evaluaron las propiedades de calidad: pH, contenido de humedad, actividad
del agua (aw), volumen especifico, relacion peso/alto, color y dureza. El pH del pan se midio6
con un medidor de pH modelo HI2210 (Hanna Instruments, Woonsocket, RI, USA) segun el
método 02-52 de la AACCI (American Association of Cereal Chemists., 2000). Para la
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determinacion del contenido de humedad se utilizo el método AOAC 930.15 (AOAC, 2019).
La aw se midi6 de una muestra mixta de miga y corteza en un equipo AqualLab Serie 4TEV
(Meter Food, Pullman, WA, EE. UU.). La determinacion del volumen se midié mediante el
la técnica de desplazamiento de semillas de acuerdo al método AACC 10-05 (American
Association of Cereal Chemists., 2000), y el volumen especifico del pan se expresd como el
volumen entre el peso del pan (¢cm?/g). Para medir la relacion ancho/alto se utilizé un vernier
electronico en las rebanadas centrales con un espesor de 2.5 cm. Todas las determinaciones
se realizaron por duplicado. Las mediciones se realizaron al dia siguiente del horneado de los

panes.

El color de la miga y de la corteza se midi6 utilizando un colorimetro CR-410 (Konica
Minolta Sensing Inc., Tokio, Japon). Las diferencias de color se registraron en la escala CIE
L*a*b* con respecto a la luminosidad (L*) y el color (a* — contribucidon roja, b* —
contribucion amarilla). Los valores numéricos de a* y b* se utilizaron para calcular el angulo
de tono (h°) y croma (C*) que representan el tono y el indice de saturacion (Ecl, Ec2). Se
realizaron dos mediciones en diferentes puntos de cada miga y corteza. Ademas, la diferencia

de color total (AE) se calcul6 segtn la ecuacion 3:

tan=1 (=
he = <—( = (a*)> 360

(2m)
Ec. (1)
C*=(a*)>+(b*)?
Ec. (2)
Los resultados se expresaron como angulo hue (h°) y Croma (C*).
AE=VAL?*+Aa®+Ab?
Ec. (3)
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donde AL, Aa, y Ab son las diferencias de los valores de L*, a*, b* con la muestra control,

respectivamente.

El indice de oscurecimiento (IO) ec. 4 y 5, fue calculado usando los valores L*, a*, y b*

como se indica a continuacion.

B (ax +1.75 L)
xT ((5.645L*+a*_3,012b*)) Ec. (4)
{100 (x—0.31)
10= ( 0.17 )
Ec. (5)

La dureza del pan se mididé un dia después de hornearlo. Se llevé a cabo un analisis
del perfil de textura (TPA) utilizando el medidor de textura EZ Test EZ-LX (Shimadzu,
Kyoto, Japon) controlado por el software Trapezium X Texture Pl. Una muestra de rebanada
(incluida la miga) de la parte central del pan se comprimid dos veces con un espacio de 10 s
entre cada compresion a lo largo de su eje con un disco de acero inoxidable de 50 mm de
didmetro a una velocidad de 1.7 mm-s™! hasta un 25% de deformacion, de acuerdo al método
reportado por Hernandez-Figueroa et al. (2023). Las medidas se tomaron por duplicado. La

dureza se registr6 a partir de la medicion de TPA.

3.3.2.3 Evaluacion sensorial de los panes

Los panes fueron evaluados por 20 jueces no entrenados. Se probaron las ocho formulaciones
(Tabla 10) con A. armida o A. domesticus. Se analizaron cinco atributos del pan (aroma,
color, apariencia de la miga, apariencia de la corteza, sabor y aceptabilidad general)
utilizando una escala hedonica de 9 puntos, donde 9 representa “me gusta mucho” y 1

representa “Me disgusta mucho”. Se consideraron aceptables puntuaciones medias de ~6.0.
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3.3.2.4 Analisis estadistico

Los resultados del disefio experimental se expresaron como valores promedios y desviacion
estandar. Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente con Analisis de Varianza
(ANOVA). Las comparaciones de pares para los valores medios se realizaron con la prueba
de Tukey p<0.05, utilizando el software Minitab 18® (Minitab Inc., EE. UU.). Antes del

analisis estadistico, se evalu6 la normalidad de los datos y la homogeneidad de las varianzas.

Se utiliz6 Minitab 18® (Minitab Inc., EE. UU.) para el andlisis mediante un disefio
factorial de dos niveles para identificar variables experimentales e interacciones que influyen
significativamente en las caracteristicas del pan. Se utilizd un disefio factorial 23 para
investigar los efectos de tres variables independientes, el porcentaje de harina de insectos, el
porcentaje de harina de trigo y el porcentaje de agua, sobre las propiedades fisicas, de calidad
y sensoriales del pan. Ademas, los datos experimentales se analizaron para ajustarlos a la

ecuacion del modelo de regresion (ecuacion 1):

Modelo de regresion Y =
BO +P1-x1 +P2-x2+P3-x3+P4-x1-x2+B5-x1-x3+p6-x2-x3+B7-x1-x2-X3

donde, x1 representa el factor harina de insectos (4. armida o A. domesticus), x2
representa el porcentaje de agua, x3 representa la harina de trigo y Bi son los coeficientes de

los efectos principales y sus interacciones.

3.3.2 Resultados y discusion

3.3.3.1 Propiedades de calidad del pan

Se utiliz6 un disefio factorial de dos niveles como método de anélisis para determinar cuéles
de las variables afecta la calidad, propiedades texturales y sensoriales del pan adicionado con
harina de A. armida y A. domesticus. El disefio comprende 8 formulaciones (Tabla 10).

Las propiedades de calidad del pan con harina de 4. armida se presentan en la Tabla 11, los
valores de contenido de humedad, actividad de agua y relacion ancho/alto (A/a) no son
significativamente diferentes (p>0.05) entre las ocho formulaciones y el control. El contenido

de humedad de los panes con harina de A. armida vari6 entre 32.3 a 37.7% (bh), que es el
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rango reportado para el pan de trigo (33 a 42%) (Béarcenas & Rosell, 2005; Park et al., 2006;
Vartolomei & Turtoi, 2021), en cuanto a la actividad del agua los valores de las ocho
formulaciones no son significativamente diferentes (p>0.05) del control. El gluten, asi como
los granulos de almidon, son los principales factores que influyen en la retencion de humedad
en el pan, en el caso de la harina de 4. armida se reportd que tiene buenas propiedades de
retencion de agua del 222.5 %, este hecho puede contribuir a la retencion de humedad
observada en las muestras Faal a Faa8 (Cortazar-Moya et al., 2023; Hernandez-Figueroa et
al., 2023). En este sentido, la adicion de harina de A. armida no influy6 negativamente en la
retencion de agua en el pan. Finalmente, la relacion A/a no fue afectada por la adicion de la
harina de 4. armida, lo que puede estar relacionado a la interaccion de las proteinas presentes

en esta harina y el gluten presente en la harina de trigo logrando la estabilidad adecuada de

Bojnanska et al., 2021).

El volumen especifico es un buen indicador de la calidad del pan y est4 relacionado
con la cantidad de agua y gas retenidos en la matriz del pan. Diferentes formulaciones y
métodos para preparar el pan pueden provocar una variacion de su volumen final. En este
sentido, el volumen especifico del pan comercial de trigo se ha reportado en un rango entre
3.5y 5.5 cm?/g. Los panes que contenian harina de 4. armida tuvieron un volumen especifico
significativamente menor (p<0.05) en comparacion con el pan de trigo control, con excepcion
del pan elaborado con la mezcla 4Faa (5-50-90) que fue significativamente similar al control
(p<0.05) con un volumen especifico de 3.67 cm?/g, este valor se encuentra en el rango
reportado para un pan de buena calidad. El menor volumen especifico y, por tanto, de menor
calidad fue el pan elaborado con la mezcla 6Faa (10-50-95). El volumen final del pan depende
de la expansion de la masa durante la fermentacion y horneado, y de la capacidad de la matriz
para estabilizar y retener el CO», esta capacidad esta relacionada con la cantidad de gluten y
la interaccion del gluten con otros componentes como las proteinas, en este caso las proteinas
de la harina de 4. armida (Kowalski et al., 2022). En otro estudio en el que se afiadi6 harina
de leguminosas al pan también se encontré que reducian el volumen del pan cuando la
sustitucion de harina era de entre 10 y 12% (Bojnanska et al., 2021). Gonzalez et al., (2019)

reportaron tres harinas de insectos que afectan el volumen especifico de las formulaciones de
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pan. En este estudio, los panes que contenian harinas de insectos tuvieron un volumen
especifico significativamente menor en comparacion con el control de trigo (tabla 2). En
todas las formulaciones probadas con adiciones de harina de A. armida excepto 6Faa, el
volumen del pan fue significativamente menor en comparacion con el control (p<0.05), esta
disminucién en el volumen especifico observada puede deberse a la interrupcion de la
formacion del gluten, resultando en la disminucién de la capacidad de retencion de gas
durante la fermentacion y el horneado. Se ha reportado que la elaboracion de pan es sensible
a la adicion de ingredientes sin gluten a la harina de trigo, en relacion con la alteracion del

desarrollo del gluten y la reduccion de la produccion de gas (Haber et al., 2019).

En cuanto al pH, Zhao et al. (2020) y Hernandez-Figueroa et al. (2022) reportan
valores de pH en pan blanco entre 5.9 y 6.1, lo que lo hace ligeramente acido. Se sabe que el
pH de la masa del pan puede afectar la textura y sabor del pan; un pH bajo (mas acido) puede
hacer que la masa se vuelva pegajosa y dificil de trabajar, dando lugar a un pan denso y
pesado (Hernandez-Figueroa et al., 2023). El pan control tuvo un pH de 5.9, el cual es
significativamente diferente al resto de las formulaciones (p<0.05). La adicién de la harina
de A. armida disminuyo6 el pH del pan; la muestra 1Faa (10-60-90) tuvo el valor mas bajo,
5.3. En este sentido Osimani et al. (2018) también reportaron una disminucién en los valores
de pH del pan al agregar 10% de harina de grillo (5.71). Esta reduccion del pH también
podria afectar algunas caracteristicas fisicas como la relacion A/a y el volumen especifico
del pan (Hernadndez-Figueroa et al., 2023) como se puede observar en la Tabla 11. Este
proceso puede estar asociado con la activacion de proteasas del gluten a pH mas bajo, que
afectan la red del gluten disminuyendo la retenciéon de vapor de agua durante el horneado

(Hernéndez-Figueroa et al., 2023).

La textura del pan depende de sus propiedades mecanicas, las cuales contribuyen
significativamente a su vida ttil y aceptacion por parte del consumidor (Balestra et al., 2011).
La dureza es uno de los parametros mas frecuentemente utilizados para evaluar la textura del
pan, la cual se ve afectada por diversos factores como el tipo de aditivos, el manejo de la
masa y el peso especifico de la miga de pan, entre otros. El analisis estadistico mostrd que el

control no fue significativamente diferente del resto de las muestras (p<0.05) excepto la
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muestra 6Faa (10-50-95) que fue la més dura (91.2 N) y 1Faa (que fue la mas suave (35.3N)
(Tabla 11).

Tabla 11. Propiedades de calidad de los panes con harina de A. armida

Muestras Humedad Actividad de Relacion Volumen pH Dureza
(%) agua (aw) Ala especifico N)
(cm’/g)

Control 31.9£0.1° 0.95 +0.01° 2.05+0.01* 3.84 +0.17* 5.9 +£0.02* 60.1 £5.15¢
1Faa 32.6£3.0* 0.95+0.012 2.08 £0.01* 3.19 £0.01b¢ 5.3 £0.02¢ 35.343.14
2Faa 32343.1% 0.93 +0.012 2.33 +£0.05* 3.28 £0.03" 5.4 +0.024 51.6 +4.5b<d
3Faa 35.342.1% 0.94 +0.012 2.1410.11% 3.1340.04 >ed 5.5 £0.02¢ 64.7+2.6°
4Faa 33.4+2.8% 0.93 +0.012 2.40+0.2° 3.67 £0.04* 5.540.02%¢  48.5+5.20¢d
SFaa 37.7£2.1* 0.95+0.12 2.44 +£0.19* 3.16 £0.03 b< 5.540.03¢¢  50.4 +0.6"cd
6Faa 32343.1% 0.94 +0.012 3.06+0.9 2.45+0.1° 5.5 +0.02¢4 91.2 £5.5°
7Faa 345+2.6% 0.93 +0.012 2.50 +£0.06* 2.90 £0.02 ¢4 5.7 £0.02 ¢4 38.5 £3.1¢d
8Faa 35.2+£1.3® 0.93 +0.012 2.62 +£0.09* 2.83 +0.07¢ 5.7 £0.02° 61.2 +4.75¢

Cada valor se presenta como la media = DE (n=2). En cada columna, los superindices con la misma letra no
son significativamente diferentes (p>0.05).

Las propiedades de calidad del pan con harina de A. domesticus se presentan en la
Tabla 12. Los valores del contenido de humedad y dureza no mostraron diferencia
significativa entre las formulaciones (p>0.05). Los valores de ay, variaron de 0.90 a 0.95, la
muestra de control tuvo la ay mas alta y 6Fad (10-50-95) la mas baja. Los valores altos de aw
pueden promover el crecimiento de moho en la superficie del pan, y una forma comun de
reducir el crecimiento de moho es controlar y reducir estos valores de aw (De Luca et al.,
2021). La ay critica para el crecimiento de moho depende de la especie/sustrato de moho y
de la temperatura. En comparacion con las muestras con harina de 4. armida (Tabla 11), la
harina de A. domesticus (Tabla 12) reduce la actividad del agua del pan a 0.90, lo que puede

ser beneficioso para prevenir el crecimiento de moho.

Los resultados de la relaciéon A/a mostraron que las muestras SFad (5-60-95) y 6Fad
(10-50-95) tuvieron la relacion maés alta (3.69 y 5.43, respectivamente) y fueron
significativamente diferentes del resto de las muestras, las rebanadas de estos panes eran mas
anchas y menos altas que el resto (Fig. 7). La muestra con menor volumen especifico fue
6Fad (10-50-95), y era significativamente diferente de la muestra control (p<0.05); esto es
similar a lo que se observd en 6Faa (50-10-95). En el caso del pH, todas las formulaciones

adicionadas con A. domesticus fueron significativamente diferentes y menores al control
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(p<0.05), el mismo efecto se observo en las muestras con harina de 4. armida (Tabla 11),
ambas harinas de insectos pueden reducir el pH, lo que puede resultar 1til si se utiliza como
factor para prolongar la vida 1til del pan.

Tabla 12. Propiedades de calidad de los panes con harina de 4. domesticus.

Muestras Humedad Actividad de Relacién Volumen pH Dureza
(%) agua (aw) Ala especifico N)
(cm’/g)

Control 31.9 40.1* 0.95+0.01% 2.05+0.01¢ 3.84 £0.2° 5.9 +0.02* 60.1 £5.12
1Fad 323404°  0.9310.012° 2.28 £0.01 ¢ 3.51 £0.1 b 5.8 £0.02° 3224892
2Fad 30.8+1.6°  0.92£0.01°¢d 2.51 £0.02 ¢de 2.94 +0.2 abe 5.8 £0.025¢ 29.5£7.7*%
3Fad 323417 0.92£0.01°¢4 2.70 £ 0.2 ¢ 3.17 £0.04 b 5.740.01b<d 36.1 +2.22
4Fad 31.240.5*  0.93 £0.01%¢ 2.80+0.06°¢ 2.72 0.3 b€ 5.6 £0.02° 38.1+5.12
5Fad 30.7+1.3* 092 £0.1 bed 3.69 £0.01° 2.05 0.2 ¢4 5.7 £0.044¢ 36.8 +4.42
6Fad 24.5+0.3° 0.90 £0.01 ¢ 5.43+0.3* 1.3240.1¢ 5.740.02bcd¢ 49.8 £8.9*
7Fad 284+1.7*  0.9140.01¢°¢ 2.23 40.07 4¢ 3.34 +0.1 &b 5.7 £0.0204¢ 41.9 48.5*
8Fad 30.6 £2.1%  0.92 +0.01 >4 2.64 +0.03 4 2.8540.5b¢ 5.8 £0.015¢ 47.8 £2.3*

Cada valor se presenta como la media + DE (n=2). En cada columna, los superindices con la misma letra no son

significativamente diferentes (p>0.05).

El color del pan es uno de los indicadores mas importantes de calidad. El color
deseado de la corteza del pan debe ser dorado y blanco cremoso para el color de la miga. El
dorado de la masa durante el horneado es causado por reacciones quimicas como la pir6lisis,
la caramelizacion y la reaccion de Maillard, o una combinacién de estas reacciones en
funcién de las diferentes formulaciones. El color es un aspecto crucial de los productos de
panaderia; ademas del volumen y la textura, influye en la eleccion y aceptacion del
consumidor. La forma mas sencilla de evaluarlo es mediante la diferencia de color total (AE)

y el indice de oscurecimiento (IO) (Fig. 8 ay b, Fig. 9 ay b) (Kowalski et al., 2022).

En el caso de la corteza de las piezas de pan, la mas oscura fue la del pan elaborado
con la formula 8Faa (5-50-95) para A. armida y las formulaciones 6Fad (10-50-95) y 7Fad
(10-60- 95) para A. domesticus (Fig. 8a). Este cambio en el color de la corteza respecto al
control puede estar relacionado con el proceso de caramelizacion durante el horneado y la
reaccion de Maillard entre grupos amino (aminodcidos y proteinas) y compuestos
carbonilicos (azlicares reductores) (Pauter et al., 2018). La relacion observada entre el
oscurecimiento de la corteza del pan y la sustitucion de la harina de trigo por harina de

insectos puede estar relacionada, con el color méas oscuro de la harina de insectos, en
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comparacion con la harina de trigo, y por otro lado, puede estar relacionada con el contenido
de proteinas de estas materias primas (Kowalski et al., 2022). Se observaron valores de indice
de oscurecimiento (I0) mas altos para las cortezas de pan en comparacion con las migas del

pan.

En cuanto a los valores de diferencia de color total entre el control y la corteza de las
piezas de pan elaboradas con la harina de A. armida no hubo diferencia significativa entre si
(p>0.05), mientras que la harina de A. domesticus produjo mayor diferencia de color en la
muestra 3Fad (5-60-90), 6Fad (10-50-95) y 7Fad (10-60-95) (Fig. 8b); y la mas baja fue de
las formulaciones 1Fad (10-60-90), 5Fad (5-60-95) y 8Fad (5-50-95) sin diferencia
significativa entre ellas (p>0.05). En general, los panes con un 5-10 % de harina de insectos
mostraron un valor de IO y AE significativamente mayor y perceptible para el ojo humano

(Mokrzycki, & Tatol, 2011).

En la Figura 9a se presentan los resultados del indice de oscurecimiento de la miga
del pan con la harina de A. armida. La adicion de harina de A. armida al pan da como
resultado un indice de oscurecimiento mas alto en las formulaciones 5Faa (5-60-95), 7Faa
(10-60-95) y 8Faa (5-50-95). El menor IO se observo en la miga del pan de las formulaciones
1Faa (10-60-90), 2Faa (10-50-90), 3Faa (5-60-90), 4Faa (5-50-90) y 6Faa (10-50-95) sin
diferencias significativas entre ellos. No hubo diferencia significativa en el AE de la miga de
todas las formulaciones de mezcla, ni para 4. armida ni para A. domesticus. Las variables

evaluadas no afectaron esta caracteristica.

Kowalski et al. (2022) también reportaron un IO mayor en la corteza que en la miga
de los panes adicionados con harina de Alphitobius diaperinus, A. domesticus y Tenebrio
molitor con un valor promedio de 90.45, mientras que el IO de la corteza del pan con 4 .
armida tenia 55.74 y la corteza del pan con A. domesticus 69.99. Respecto al AE Haber et
al., (2019) describieron resultados similares en pan adicionado con 10% de Schistocerca
gregaria (22.1), con relacion a los observados en la miga de los panes con 4. armida y A.

domesticus 21.95 y 15.95 respectivamente.
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Figura 7. Rebanadas de panes con harina de A. armida (1Faa-8Faa) y A. domesticus (1Fad-8Fad).
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Indice de oscurecimiento de la corteza de los panes
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Figura 8. Propiedades de color de la corteza del pan con harina de insectos (4. armida y A. domesticus). a)
Indice de oscurecimiento de la corteza del pan con muestras de A. armida y A. domesticus del 1 al 8. b)
Diferencia de color (AE) de la corteza de las muestras de pan 1-8 adicionadas con harina de A. armida y A.
domesticus. Cada valor se presenta como la media + DE (n=2). Los valores seguidos de una letra diferente en
cada barra del mismo color son significativamente diferentes (p<0.05). 1 (10-60-90), 2 (10-50-90), 3 (5-60-90),
4 (5-50-95), 6 (10-50-95), 7 (10-60 -95), 8 (5,50-95).
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Figura 9. Propiedades de color de la miga del pan con harina de insectos (4. armida 'y A. domesticus). a) Indice
de oscurecimiento de la corteza del pan con muestras de A. armida y A. domesticus del 1 al 8. b) Diferencia de
color (AE) de la corteza de las muestras de pan 1-8 adicionadas con harina de 4. armida y A. domesticus. Cada

valor se presenta como la media = DE (n=2). Los valores seguidos de una letra diferente en cada barra del
mismo color son significativamente diferentes (p<0.05). 1 (10-60-90), 2 (10-50-90), 3 (5-60-90), 4 (5-50-95),

6 (10-50-95), 7 (10-60 -95), 8 (5,50-95)

95




3.3.3.2 Evaluacion sensorial de los panes

Los resultados del analisis sensorial realizado para las muestras 1Faa a 8Faa se muestran en
la Tabla 13. Para el atributo de aroma 8Faa tuvo la puntuaciéon mas alta (<6.95), que de
acuerdo a la escala hedonica corresponde a "me gusta ligeramente", la muestra 1Faa tuvo la
puntuacién mas baja en este atributo; sin embargo, no hubo diferencias significativas entre

los resultados de las muestras y el control (p>0.05).

Respecto al color también la muestra 8Faa tuvo el mejor puntaje (<6.7), aunque
tampoco se observo una diferencia significativa entre las muestras (p>0.05). La puntuacion
mas alta para la apariencia de la corteza y la miga fue 6.9 y 6.8 para 7Faa (10-60-95) y 2Faa
(10-50-90), respectivamente. Finalmente, la aceptabilidad general y el sabor del pan
elaborado con la formulacion 7Faa (10-60-95) tuvo las puntuaciones mas altas de 6.9 y 6.6,

respectivamente.

Tabla 13. Calificaciones promedio de la evaluacion sensorial de las rebanadas de pan
adicionadas con harina de A. armida (jueces no entrenados).

Muestras
Atributo 1Faa 2 Faa 3 Faa 4 Faa 5 Faa 6 Faa 7 Faa 8 Faa Control

Aroma 6.1 +2.42 6.4 1242 6.4 £1.82 6.8 £1.72 6.8 +1.92 6.3 £1.6° 6.6 £1.92 6.94+2.12 6.242.12

Color 6.0 £1.92 6.4+£1.92 6.6 £1.72 6.1 £1.92 6.7 +1.82 5.7+1.92 6.5+1.72 6.74+2.32 6.14+2.12
Apariencia 6.4 £1.92 6.5+2.1? 6.5+1.92 6.8 £2.12 6.5+2.12 63+1.9° 6.94+2.12 6.84+2.12 6.242.12
de la corteza
Apariencia 6.5+1.7? 6.8 £2.12 6.5+1.7* 6.6 £1.82 6.5+1.72 6+1.8% 6.6+1.6* 62+2.1* 63+1.9°
de la miga

Sabor 5.542.4? 5.9 +1.82 6.342.12 6.3 +1.7? 6.5+2.12 5.6+1.82 6.6 £1.92 6.31£2.4°2 6.1 £2.12
Aceptabilidad 6.2 +2.12 6.4+1.72 6.6 £1.6° 6.7 £1.52 6.8 +1.92 6.1 £1.82 6.9 +1.82 6.74+2.27 6.242.12

general

Para cada atributo, diferentes letras en superindice indican una diferencia significativa (p<0.05). Control: pan
elaborado con la formulacion basica.

Los resultados de la evaluacion sensorial de los panes adicionados con harina de 4.
domesticus se presentan en la Tabla 14. El atributo aroma tuvo puntajes entre 5.8 y 6.5, el
mas alto fue para el pan de la formulacién 5-60-90 (3Fad) pero no hubo diferencia

significativa con el resto de las muestras, incluido el control (p>0.05).
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Las puntuaciones del resto de los atributos (color, apariencia de corteza y miga, sabor
y aceptabilidad general) tuvieron calificaciones entre 5.5 y 6.5, lo que se clasifica como
“ligeramente parecido”, segiin la escala hedonica. Las muestras 1Fad a 8Fad no tuvieron
diferencia significativa con el control. Los jueces no informaron diferencias sensoriales entre

las rebanadas de pan con harina de insecto (4. domesticus) y el control con harina de trigo.

Como se puede observar en las tablas 13 y 14, los panes con A. armida tuvieron
puntajes mas altos en aceptabilidad general en comparacion con las calificaciones de los
panes adicionados con A. domesticus. Por lo tanto, se puede inferir que el consumidor prefiere

el pan adicionado con A. armida.

Tabla 14. Calificaciones promedio de la evaluacion sensorial de las rebanadas de pan
adicionadas con harina de A. domesticus (jueces no entrenados).

Muestras
Atributo 1Fad 2 Fad 3 Fad 4 Fad 5 Fad 6 Fad 7 Fad 8 Fad Control
Aroma 6.1 £2.32 6.14+22* 6542.1* 6.1+£2.1* 63+19* 544212 58+423* 62+1.9* 624212
Color 59+42.5*  6.14+23* 6.142.1° 6+2.12 6.2+19? 55192 5.842.3% 6.542.1* 6.142.1°

Aparienciade 6.1 +22% 62+24% 6.1+2.1* 6.1+2.1* 63+22% 56+22* 62+23* 6.1+2.1* 6.242.1°%
la corteza

Aparienciade 6.1 +2.3% 612.4* 6+1.82 55+2.1*  6.14+2.1* 5.6£22* 56+24* 59+2.6* 63£1.9°
la miga

Sabor 62+2.1*  59423* 56425* 5542.2° 6+2.12 55425 554£25*  6.1+£23* 6.1%2.1%

Aceptabilidad 62+2.1% 6122° 57+422%  58+£22* 624£2.1* 5.6+23* 57424* 63+£2.5* 6242.1°
general

Para cada atributo, diferentes letras en superindice indican una diferencia significativa (p<0.05). Control: pan
elaborado con la formulacion basica.

A partir de los coeficientes obtenidos de los modelos polinomiales se realizod la
optimizacién para obtener las proporciones de los ingredientes que nos permitieran
maximizar el sabor y la aceptabilidad general de las piezas de pan (Tablas 13 y 14). Los
resultados de la optimizacion se muestran en la Tabla 15. Los resultados optimizados
coinciden con las proporciones de ingredientes de la formulacién 5Faa para la harina de 4.

armida y la formulacion 8Fad para la harina de A. domesticus probados en este estudio.
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Tabla 15. Porcentaje de los ingredientes del pan de acuerdo a la optimizacion para
maximizar sabor y aceptabilidad general.

Harina de insecto Agua (%) Harina de trigo (%)
(%)
Arsenura armida 5 60 95
Acheta domesticus 5 50 95

La Tabla 16 muestra los valores predichos y experimentales de los panes
correspondientes a las formulas optimizadas. Khuenpet et al. (2020) probaron un pan
adicionado con diferentes porcentajes de polvo de Tenebrio molitor; encontraron que una
adicion del 5% modifico el volumen especifico de 4.13 ¢cm?/g (control) a 3.38 cm?/g, en el
caso del pan con 4. armida en este estudio se obtuvo un menor volumen especifico de 3.16
cm’/g y 2.85 cm?/g con la harina de A. domesticus, este Gltimo valor es cercano al reportado
por Bartkiene et al. (2022) para pan con 5% de 4. domesticus (2.52 cm’/g). En el estudio de
Khuenpet et al. (2020), reportaron que a medida que aumenta el porcentaje de harina de
insectos, el volumen especifico del pan disminuy6, el pan con 10% tuvo un volumen
especifico de 2.40 cm’/g y con 15% 2.03 ¢cm?/g. La disminucion en el volumen especifico
del pan puede deberse a la interrupcion de la formacion de la red del gluten, lo que resulta en
una reduccion de la capacidad del pan para retener gas durante la fermentacion y el horneado.
Cuando se afiaden ingredientes sin gluten a la harina de trigo, se puede alterar el desarrollo
del gluten y reducir la produccion de gases, lo que puede afectar negativamente el proceso

de elaboracion de pan (Gonzélez et al., 2019a).

Tabla 16. Valores predichos y experimentales de las propiedades de calidad, sabor y
aceptabilidad general del pan elaborado con la férmula optimizada.

A. Armida A. domesticus
Predicho Experimental Predicho Experimental
Dureza (N) 493 50.4 47.8 479
Relacion A/a 23 24 3.2 2.6
Volumen especifico

(cm¥/g) 3.1 32 2.5 2.9

Humedad (%) 37.8 37.7 30.2 30.6

aw 0.94 0.95 0.92 0.92

pH 5.57 5.53 5.8 5.8

Sabor 6.6 6.5 6.1 6.1
Aceptabilidad

general 6.8 6.8 6.3 6.3
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Los valores predichos y experimentales de los panes se presentan en la Tabla 16. El
error promedio entre los valores predichos y los valores experimentales fue del 1.9% para el
pan con 4. armida y del 4.2% para el pan con A. domesticus. La actividad del agua para los
valores experimentales fue de 0.95 para el pan con 4. armida y 0.92 para A. domesticus,
Gantner et al., (2022), reportaron 0.96-0.97 para pan adicionado con 7. molitor (5-15%). El
pan, con buena aceptabilidad y sabor, tiene un contenido de humedad de 30.6% con harina
de A. domesticus y 37.7% con harina de A. armida, los valores predichos se aproximan a los
experimentales. Sin embargo, las diferencias entre las muestras con una u otra harina pueden
estar relacionadas con la capacidad de retencion de agua reportados para la harina de A.
armida en investigaciones anteriores (Cortazar-Moya et al., 2023) esta mayor retencion de

agua puede estar relacionada con el mayor contenido de humedad final de estos panes.

El pH reportado en masa adicionada con 5% de harina de grillo fue de 5.32, con 10%
de harina de 4.93 y de 5.32 con 15% de harina de A. domesticus (Bartkiene et al., 2022), estos
valores resultan menores comparados con el valor experimental obtenido en este estudio
(5.78). El pan con A. armida tuvo un pH menor que el que presentd con harina de A.
domesticus. Los valores experimentales y predichos de dureza fueron superiores a los
reportados por otros autores para pan adicionado con harinas de insectos (Bartkiene et al.,

2022; Gantner et al., 2022; Gonzalez et al., 2019a).

3.4 Conclusion

Los resultados de este estudio demostraron la posibilidad de utilizar harinas de insectos en
productos horneados. La adiciéon de cualquiera de las harinas puede cambiar algunas
caracteristicas de calidad y propiedades fisicas del pan; una de las propiedades mas
importantes por su impacto en la aceptabilidad del producto es el color; la adicion de harina
de insectos produce una apariencia mas oscura y un mayor cambio de color total. Aunque la
percepcion sensorial no fue afectada respecto al control con harina de trigo. Sin embargo, se
necesitan mas investigaciones para investigar los efectos de agregar insectos comestibles a

otras matrices alimentarias y aumentar la aceptacion y conciencia de los consumidores.

99



3.5 Referencias

Agrahar-Murugkar, D. (2020). Food to food fortification of breads and biscuits with herbs,
spices, millets and oilseeds on bio-accessibility of calcium, iron and zinc and impact
of proteins, fat and phenolics. LWT, 130, 109703.
https://doi.org/10.1016/j.1wt.2020.109703

American Association of Cereal Chemists. (2000). Approved methods of the American
association of cereal chemists (10th ed). AACC.

Balestra, F., Cocci, E., Pinnavaia, G., & Romani, S. (2011). Evaluation of antioxidant,
rheological and sensorial properties of wheat flour dough and bread containing ginger
powder. LWT - Food Science and Technology, 44(3), 700-705.
https://doi.org/10.1016/j.1wt.2010.10.017

Barcenas, M. E., & Rosell, C. M. (2005). Effect of HPMC addition on the microstructure,
quality and aging of wheat bread. Food Hydrocolloids, 19(6), 1037-1043.
https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2005.01.005

Bartkiene, E., Starkute, V., Katuskevicius, K., Laukyte, N., Fomkinas, M., Vysniauskas, E.,
Kasciukaityte, P., Radvilavicius, E., Rokaite, S., Medonas, D., Valantinaviciute, E.,
Mockus, E., & Zokaityte, E. (2022). The contribution of edible cricket flour to quality
parameters and sensory characteristics of wheat bread. Food Science & Nutrition,
10(12), 4319-4330. https://doi.org/10.1002/fsn3.3024

Bojnanska, T., Musilova, J., & Vollmannova, A. (2021). Effects of Adding Legume Flours
on the Rheological and Breadmaking Properties of Dough. Foods, 10(5), 1087.
https://doi.org/10.3390/foods10051087

Cortazar-Moya, S., Mejia-Garibay, B., Lépez-Malo, A., & Morales-Camacho, J. I. (2023a).
Nutritional composition and techno-functionality of non-defatted and defatted flour
of edible insect Arsenura armida. Food Research International, 173, 113445.
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2023.113445

Cortazar-Moya, S., Mejia-Garibay, B., Lopez-Malo, A., & Morales-Camacho, J. I. (2023b).
Nutritional composition and techno-functionality of non-defatted and defatted flour
of edible insect Arsenura armida. Food Research International, 173, 113445.
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2023.113445

De Luca, L., Aiello, A., Pizzolongo, F., Blaiotta, G., Aponte, M., & Romano, R. (2021).

100



Volatile Organic Compounds in Breads Prepared with Different Sourdoughs. Applied
Sciences, 11(3), 1330. https://doi.org/10.3390/app11031330

Gantner, M., Krol, K., Piotrowska, A., Sionek, B., Sadowska, A., Kulik, K., & Wiacek, M.
(2022). Adding Mealworm (Tenebrio molitor L.) Powder to Wheat Bread: Effects on
Physicochemical, Sensory and Microbiological Qualities of the End-Product.
Molecules, 27(19), 6155. https://doi.org/10.3390/molecules27196155

Gonzalez, C. M., Garzon, R., & Rosell, C. M. (2019a). Insects as ingredients for bakery
goods. A comparison study of H. illucens, A. domestica and T. molitor flours.
Innovative  Food  Science & Emerging Technologies, 51, 205-210.
https://doi.org/10.1016/].ifset.2018.03.021

Gonzalez, C. M., Garzon, R., & Rosell, C. M. (2019b). Insects as ingredients for bakery
goods. A comparison study of H. illucens, A. domestica and T. molitor flours.
Innovative  Food  Science & Emerging Technologies, 51, 205-210.
https://doi.org/10.1016/].ifset.2018.03.021

Guiné, R. P. F. (2022). Textural Properties of Bakery Products: A Review of Instrumental
and Sensory Evaluation Studies. Applied Sciences, 12(17), 8628.
https://doi.org/10.3390/app12178628

Haber, M., Mishyna, M., Martinez, J. J. ., & Benjamin, O. (2019). The influence of
grasshopper (Schistocerca gregaria) powder enrichment on bread nutritional and
sensorial properties. LWT, 115, 108395. https://doi.org/10.1016/j.1wt.2019.108395

Herbert, M., & Beacom, E. (2021). Exploring Consumer Acceptance of Insect-based Snack
Products in Ireland. Journal of Food Products Marketing, 27(6), 267-290.
https://doi.org/10.1080/10454446.2021.1994080

Hernandez-Figueroa, R. H., Mani-Lopez, E., & Lopez-Malo, A. (2022). Antifungal Capacity
of Poolish-Type Sourdough Supplemented with Lactiplantibacillus plantarum and Its
Aqueous Extracts In Vitro and Bread. Antibiotics, 11(12), 1813.
https://doi.org/10.3390/antibiotics 11121813

Hernéndez-Figueroa, R. H., Mani-Lopez, E., & Lopez-Malo, A. (2023). Antifungal activity
of wheat-flour sourdough (Type II) from two different Lactobacillus in vitro and
bread. Applied Food Research, 3(2), 100319.
https://doi.org/10.1016/j.afres.2023.100319

101



Institute of Food Technology of Plant Origin, Poznan University of Life Sciences, Poland,
Pauter, P., Rozanska, M., Wiza, P., Dworczak, S., Grobelna, N., Sarbak, P., &
Kowalczewski, P. L. (2018). Effects of the replacement of wheat flour with cricket
powder on the characteristics of muffins. Acta Scientiarum Polonorum Technologia
Alimentaria, 17(3), 227-233. https://doi.org/10.17306/J.AFS.0570

Kowalski, S., Mikulec, A., Mickowska, B., Skotnicka, M., & Mazurek, A. (2022). Wheat
bread supplementation with various edible insect flours. Influence of chemical
composition on nutritional and technological aspects. LWT, 159, 113220.
https://doi.org/10.1016/j.1wt.2022.113220

Orkusz, A., Wolanska, W., Harasym, J., Piwowar, A., & Kapelko, M. (2020). Consumers’
Attitudes Facing Entomophagy: Polish Case Perspectives. International Journal of
Environmental Research and Public Health, 17(7), 2427.
https://doi.org/10.3390/ijerph17072427

Osimani, A., Milanovi¢, V., Cardinali, F., Roncolini, A., Garofalo, C., Clementi, F., Pasquini,
M., Mozzon, M., Foligni, R., Raffaelli, N., Zamporlini, F., & Aquilanti, L. (2018).
Bread enriched with cricket powder (Acheta domesticus): A technological,
microbiological and nutritional evaluation. Innovative Food Science & Emerging
Technologies, 48, 150-163. https://doi.org/10.1016/].ifset.2018.06.007

Park, Y.-H., Jung, L.-H., & Jeon, E.-R. (2006). Quality Characteristics of Bread Using Sour
Dough.  Preventive  Nutrition and Food Science, 11(4), 323-327.
https://doi.org/10.3746/jfn.2006.11.4.323

Rumpold, B. A., & Schliiter, O. K. (2013). Potential and challenges of insects as an
innovative source for food and feed production. Innovative Food Science & Emerging
Technologies, 17, 1-11. https://doi.org/10.1016/j.ifset.2012.11.005

Sogari, G. (n.d.). Entomophagy and Italian consumers: An exploratory analysis.

Vartolomei, N., & Turtoi, M. (2021). The Influence of the Addition of Rosehip Powder to
Wheat Flour on the Dough Farinographic Properties and Bread Physico-Chemical
Characteristics. Applied Sciences, 11(24), 12035.
https://doi.org/10.3390/app112412035

Wilkinson, K., Muhlhausler, B., Motley, C., Crump, A., Bray, H., & Ankeny, R. (2018).

Australian Consumers’ Awareness and Acceptance of Insects as Food. Insects, 9(2),

102



44. https://doi.org/10.3390/insects9020044
Zhao, Y., Zhang, J., Wei, Y., Ai, L., Ying, D., & Xiao, X. (2020). Improvement of Bread
Quality by Adding Wheat Germ Fermented with Lactobacillus plantarum dy-1.
Journal of Food Quality, 2020, 1-8. https://doi.org/10.1155/2020/9348951
Zielinska, E., Pankiewicz, U., & Sujka, M. (2021). Nutritional, Physiochemical, and
Biological Value of Muffins Enriched with Edible Insects Flour. Antioxidants, 10(7),
1122. https://doi.org/10.3390/antiox10071122

103



4. Conclusiones y recomendaciones

Los resultados del presente estudio dejan ver el potencial que tiene la harina comestible del
insecto 4. armida como fuente de nutrientes y, por sus propiedades tecnofuncionales, como
un posible ingrediente o aditivo alimentario para la formulacion de alimentos. Las harinas
(tanto la completa como la desgrasada) son ricas en proteinas. Sus propiedades fisicas y
tecnofuncionales las clasificaron con buenas caracteristicas de fluidez. La harina desgrasada
exhibié buena capacidad de retencion de agua, propiedades de espuma y emulsion con
valores superiores a los observados en la harina completa. Ambas harinas podrian ser una
opcion de ingrediente en alimentos para la formulacién de embutidos o productos de

panaderia.

Las harinas de A. armida también son una fuente de péptidos con actividad antioxidante y
antimicrobiana. Para la obtencion de los péptidos antioxidantes las condiciones de digestion
con pepsina se establecieron como se indica a continuacion: proporcion enzima/sustrato 10:1
y 2 h de digestion; para la obtencion de péptidos antimicrobianos, la proporcion
enzima/sustrato 1:1 y una hora de digestion. La presencia de aminoécidos hidrofobicos e
hidrofilicos en las secuencias peptidicas puede contribuir a la alta actividad antioxidante,
mientras que los péptidos ricos en glicina pueden estar contribuyendo al efecto

antimicrobiano observado.

Finalmente, la adicion de la harina de 4. armida a pan de trigo produjo algunos cambios en
las propiedades fisicas y de calidad del pan, como en el volumen especifico, pH y dureza. El
color también es una propiedad que se vio modificada por la adicién de la harina de 4.
armida, se observd un mayor oscurecimiento en la corteza y la miga comparado con los panes
control de trigo. A pesar de los cambios fisicos, la percepcion sensorial no se vio afectada
respecto a los panes control con harina de trigo. La adicioén de harina de 4. domesticus, uno
de los insectos mas estudiados y utilizado actualmente en la industria alimentaria produjo
mas cambios fisicos en el pan de trigo comparado con los producidos por la adicion de la

harina de 4. armida.

104



Derivado de la informacién obtenida de esta investigacion se recomienda realizar estudios
sobre la vida util, las propiedades reologicas y estructurales de estas harinas, con el objetivo
de poder continuar con el proceso de investigacion de las opciones de productos en los cuales
se podrian afiadir como ingrediente tecnofuncional. En este sentido también se recomienda
continuar con la investigacion de los otros efectos bioactivos observados en los péptidos que
se identificaron en la harina de 4. armida, como el efecto antihipertensivo y antidiabético.

Lo anterior podra contribuir a ampliar la informacioén de este insecto comestible y de como
poder agregarlo a otras matrices alimentarias y aumentar la aceptacion del mismo y con ello

contribuir a la formulacion de nuevos productos alimenticios.
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Articulo de divulgacion
Cortazar-Moya, S., Lopez-Malo, A., Morales-Camacho, J.I. (2023). Los insectos como
fuente de alimento para el futuro. Contexto UDLAP. Disponible en:

https://contexto.udlap.mx/los-insectos-como-fuente-de-alimento-para-el-futuro/

30 Los insectos como fuente de alimento para el futuro

O Ciencia y salud, Destacada & Contexto, entomofagia, futuro, insectos, nutricién, proteina, UDLAP

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO/ONU) informé que para el afio 2050 la
poblacién mundial aumentara a mas de 9.1 billones de personas (FAO, 2013), lo cual implicaréd una mayor demanda de
alimentos convirtiendo a la seguridad alimentaria en un gran desafio. En este sentido, los alimentos ricos en proteinas de alto
valor biolégico son una prioridad debido a su importancia para el 6ptimo desarrollo de las personas. Actualmente, |os insectos
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5.2 Participaciones en congresos
Latin food 2022. Nutrition profile, physical and techno-functional properties of Arsenura

armida flour. Presentacion oral.

/W; LatinfANN
S FoodLULL

Nutrition profile, physical and techno-functional properties of
Arsenura armida flour
Cortazar-Moya, S."*, Morales-Camacho, J.1.
T DIQAA, Universidad de las Américas Puebla, Sta. Catarina Martir, San Andrés
Cholula, Puebla 72810, México.
*Presenting author: shedla.cortazarma@udiap mx

Abstract

Edible insects are considered traditional foods in over 100 countries, and in Mexico, is a
prehispanic practice [1]. Besides this traditional aspect, edible insects are gaining interest
as alternative food sources for the increasing world population [2). The purpose of this
research was to evaluate the nufritional profile, physical and techno-functional
characteristics of edible insect flour Arsenura armida to use as functional ingredient in the
food industry. Results showed that this flour contains 26.62% protein, 24.18% lipids, 4.65%
ash (macrominerals and microminerals), 7.3% fiber, 2.32% moisture and 28.98% total
carbohydrates with a heat gross of 5.79 kcal/g. The oil is composed of 84.62% saturated
fatty acids, 8.77% monounsaturated fatty acids and 6.61% polyunsaturated fatty acids. The
particle size was 143 um, the bulk density 0.38 g/ml and tapped density 0.49 g/ml with a
comprassibility index (Cl) of 22 and a Hausner ratio of 1.2, which suggest this flour can have
good flow characteristics. Regarding to functional properties, it had specific water and oil
holding capacity of 222.51% and 118.7%, respectively. The viscosily values point that it
behaves as a Newtonian fluid at a minimum concentration (5%), but as a non-Newtonian
shear thinning fluid at high concentration (20%). No foam capacity was exhibited (5-20%
flour) but had a 100% emulsion capacity and emulsion stability (15 and 20% flour). This flour
could be a good source of nutrients to use as an ingredient for human food due to its protein
content is like animal sources as beef (24.8%), and mineral profile can cover from 12 up to
70% of daily requirements [3-7]. Besides its functional properties make it a good option to
use in some products as a substitute of animal protein due to insects shows great potential
for food and feed as an environmentally friendly choice in future food systems [B].

Keywords: Edible insects, Nutrition, Protein, Fatly acids.

[1] Rodriguez-Miranda et al., 2019. European Food Research & Technology, 245, 2613-
2620. [2] Baiano, 2020. Trends in Food Science & Technology, 100, 35-50. [3] Siulapwa ef
al., 2014.International Journal of Science and Research, 3, 876-884. [4] FAO, 2013. Food
and Agricultural Organization/The International Network of Food Data Systems (INFOOD).
[5) Weaver, 2013. Advances in nutrition, 4, 368S-377S. [6] Beto, 2015. Clinical nutrition
research, 4, 1-8. [7] FAO/WHO. 2002. [8] Akhtar ef al., 2018. Proteins in food processing,
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AMIDIQ 2023. Actividad antioxidante y antimicrobiana de los péptidos de la harina de

Arsenura armida. Presentacion de cartel.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y ANTIMICROBIANA DE LOS PEPTIDOS DE
U D l. A P LA HARINA DE Arsenura armida

/\ M l [) I Q Sheila Cortazar Moya, Oscar Siménez Gonzdlez, Aurelio Lopez Malo, Jocksan Ismael Morales Camacho
Departamento de Quimica, Alimentos e Ingeniera Ambiental, Universidad de las Américas Puebla
shella.cortazarma@udlap.mx
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Congreso Euroamericano de procesos y productos alimentarios 2023. Actividad antioxidante
de los péptidos de la harina de Arsenura armida y la identificacion de sus péptidos bioactivos.

Presentacion de cartel.

Actividad antioxidante de los péptidos de la harina de Arsenura armida y la identificacion de sus péptidos

bioactivos
Sheila Cortazar Moya', Oscar Jiménez Gonzélez', Aurelio Lépez Malo', Jocksan Ismael Morales Camacho'
"Departamento de Quimica, Alimentos e Ingeniera Ambiental, Universidad de las Américas Puebla, San Andrés Cholula, Puebla, 72810, México.
Zsheila. rm lap.mx

—
Introd io
Actualmente se necesita una opcién viable de
proteina de alto valor biolégico como los insectos que
puedan enriquecer la dieta humana con péptidos
bioactivos benéficos para la salud. El objetivo fué
evaluar la activi ioxi de los péptidos de la

Resultados y discusion La muestra A2 presentd la mayor actividad

ioxidante, te i con la

T?asl ]asorgg?_‘mig‘,l‘_’isemi‘ eft-)lctqéanﬁoximte ‘:°"t"at los presencia de los aminoécidos hidréfobos (V y L en N-
radicales fy *. La relacién enzima/sustrato tuvo terminal inoacid P, H K Y

un efecto significativo (p>0.05) sobre la ivi ermna)‘ Yo amnoacics jeomo en sus

L P 2 . (Naj; et al., 2014). En la
antioxidante de los péptidos de A. armida, mientras que el muestra A2 se identificaron péptidos con actividad

tiempo de digestion no tuvo efecto significativo (p<0.05) te (58%), antihip iva (37%) y 5% de
harina de A. armida y realizar la identificacién de entre las muestras. Las muestras A1-A3 tuvieron la mayor otras bioactividades.
ellos. actividad antioxidante con un valor méaximo de 14.30 mg
P | Eq. Trolox/100 mg DPPH* (muestra A2) y 8.77 mg Eq. Anthigertenaivo 008 %
" Trolox/100 mg ABTS (muestra A1). |
, El ICs, de la muestra A2 fué de 22.5 pg/ pL. Quah et al.,
Metodologia (2023) informaron un valor de ICs, de 8.73 mg/mL en el
ensayo con DPPH* para un péptido aislado (KVEGDLK) de
Extraccién e identificacién de los péptidos Gryllodes sigillatus
18 Antgigante
16 P —
g Los resultados evidencian el i oxi de los
8 12 péptidos obtenidos a partir del insecto comestible A. armida.
30 Ademas se logré identificar péptidos reportados con
E_“ oy, . L Sisiihip ¢ Ay
o
) : Referencias Agradecimientos
Al CONAHCYT y a |la
2
o E E. Universidad de las Américas

G Puebla (UDLAP) por el apoyo
financiero para esta

L R S T A A
s* L] T

Proporcion enzima:sustrato o E. s investigacion.
1l CONGRESO EUROAMERICANODE PROCESOS Y PRODUCTOS ALIMENTARIOS - 05 AL 07/12/2023 - ONLINE |

113



Constancia de participacion

Cédigo de ici 724861.8. com.

Il CONGRESSO EUROAMERICANO
DE PROCESSOS E PRODUTOS ALIMENTICIOS

05 A 07 DE DEZEMBRO DE 2023

“VALORIZACION DE PRODUCTOS LOCALES: CIMIENTO DE
SOSTENIBILIDAD Y CIRCULARIDAD”

#accionentreamigos

Certificamos que el trabajo en formato résumen titulado ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE DE LOS PEPTIDOS DE LA HARINA DE Arsenura
armida Y LA IDENTIFICACION DE SUS PEPTIDOS BIOACTIVOS,
de autoria de Sheila Cortazar Moya, Oscar Jiménez-Gonzalez,
Aurelio Lépez Malo e JOCKSAN ISMAEL MORALES CAMACHO,
fue aprobado y presentado en formato e-poster en el Il Congreso
Euroamericano de Procesos y Productos Alimentarios.

D

Profa. Dra. Pol%mndes de Souza
Organizacién central del Il CEAPA

Organizadores:
g 4
(O} = "l = _ = ‘ ‘ ‘ ‘

Online, 08 de diciembre de 2023.

114



6. Anexos (Material suplementario)

6.1 Composicion nutrimental y tecnofuncionalidad de la harina completa y desgrasada

del insecto comestible Arsenura armida

Figura S1. Emulsion de la harina completa de 4. Armida a una concentracion del 15%. a,
emulsion 0 h; b, emulsion 48 h después.
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Figura S2. Emulsion de la harina desgrasada de A. armida a una concentracion del 10%. a,

emulsion 0 h; b, emulsion 48 h después.
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6.2 Optimizacion de la formulacion de pan de trigo adicionada con harina de insectos
(Arsenura armida 'y Acheta domesticus)

Figura S3. Zonas de inhibicion del crecimiento de L. monocytogenes de los péptidos de las

muestras A4-A6 y del control (C) (proteina no digerida).

Tabla S1. Secuencias de péptidos identificados en la muestra A2 por medio de LC-MS.

Muestra A2

Secuencias completas Péptidos bioactivos Efecto
FLLGF LGF antioxidante
LYYAPFDGLL YYA antioxidante
LYY antioxidante
LYVPLTF LY antioxidante
PPWML PW antioxidante
LTAPLGRVPLW LW antioxidante
PEL antioxidante
NGYQPQGSHLPVGPPVPEL GPP antioxidante
GSH antioxidante
PVGPVPLHA LHA antioxidante
antioxidante

FTKYVPWGF VPW ..
PWG antioxidante
VADEDGYQPQGSHLPVGPPVPEL PEL antioxidante
LGDYGLNF YGLN antioxidante
DGYQPQGSHLPVGPVPPEL GSH antioxidante
FLLGF LGF antioxidante
FSPFGF FGF antioxidante
YYAPFDGLL YYA antioxidante
YKLPDADF ADF antioxidante
YLYAPFN(+0.98)GLGL YLY antioxidante
LPWLQRPLL PWL antioxidante
PLVEGPE GPE antioxidante
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LYYAPFDGLL

PVGPVPLHA
FTKYVPWGF

LGDYGLNF
YYAPFDGLL
YKLPDADF
YLYAPFN(+0.98)GLGL
VPPGVPLHA
LPWLQRPLL
YSTSPEGLPLVL
YLLML
LGDEPLECCALHTEY
YKFPLPDL
VLLPVPAF
CPVSLLYPLPVA
LLVL

FLLF

LPFVF

VVVVF

HPPEPLKLL
YGLLTHA

LLNVVF
LSTYGTGSMTGLLGDY
VPPGVPLHA
ALYPSLSASGATFAF
QLYPSLSASQTPVF

YSTSPEGLPLVL

PSLSASGATAFFL
LPFVLNRMLY
FVVLF

PLVEGPE
PVVVPPFL

APPELPKLLF
MTLVGLW
VVVVF
YYAPFDGLL

YYA
LYY
LHA
VPW
PWG
YGLN
YYA
ADF
YLY
LHA
PWL
LPL
YLL
LHT
PLP
LLP
LPVA
LVL
LLF
LPF
VVF
LKL
YGL
VVF
GTG
VPP
LYP
LYP
LVL
GLP
FFL
LPF
VVL
LVE
VVPP

VVVPPF

LLF
VGL
VVV
DGLL
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antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antidiabético
anticancerigeno
antimicrobiano



Tabla S2. Secuencias de péptidos identificados en la muestra A4 por medio de LC-MS.

Muestra A4
Secuencia completa Péptidos bioactivos Efecto
LLYTGGF LLY antioxidante
VKLPFL VKL antioxidante
FLPLYF LPL antioxidante
FPLLRF LLR antioxidante
PLYSTGVHGLPSSF GLP antioxidante
YGY antioxidante
YGYQGLGHGLGHGLGLGY LGY antioxidante
PALAAGPAVAHGLAGPGF GPA antioxidante
YEFPHTVL PHT antioxidante
WEQPWL PWL antioxidante
PLLDPLGPKSLKGLE PLG antioxidante
DLKPTNEKLPTYTGGF LKP antioxidante
tioxidant
LVLGF LGF antioxidante
LVL antihipertensivo
VKVAPDEVF VKV ant%o?(ldante .
VAP antihipertensivo
VVLWL VVL antioxidante
YYKLLGL YYK antioxidante
tioxidant
FKLGSAGPEVF GPE antioxicante
AGP antihipertensivo
LSLVGPHGLL PHG ant%o?(ldante .
VGP antihipertensivo
FGLGGGLGGSGGLGGHNY GSGGL antioxidante
YGYQGLGHGLGHGLGL YayY antioxidante
GHG antihipertensivo
LFGF FGF antioxidante
PEPLKLLRSDF LLR antioxidante
LYDDPLAF LAF antioxidante
DVKPLNEKLPTYGTL VKP antioxidante
LDY antioxidante
tioxidant
AFLPLDY LPL antioxidante
LDY antihipertensivo
AFL antihipertensivo
LPWNL PWN antioxidante
PEL antioxidante
NGYQPQGSHLPVGPPVPEL GPP antioxidante
GSH antioxidante
GAH antioxidante
NSVYGGAHLPLL LPL antioxidante
YGG antihipertensivo
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FLPLYAQ
PLYTGGFGGPPGLLKYY

FYKLFNPEL
VVYSPEL
VSLSANSGLFPHGNY
FLLGPDSPLHVTE

LYYAPFDGLL

EFLPEEEPAKDEL
VYYPFKSSTKDLTPFEA
SFSPLGFL
LKGQLPLVDL
LAYPSLSASQTFAF

NGYQPQGSHLPVGPPVPEL
VYLGQF
GFGGGDGGGFGF
LFKLGSAGPEVF
NRNNPYDPFGF
ALAAPWLTTPYA
HVVLANPDPFF

YLPTNFGGPPGLLKYY
ETEDGLTGQAVGQVKVF
ELDLGTFYPDYNL

PALAAGPAVAHGLAGPGF

QHLGLATPYGYGLHGLGA

YKLPDWF
LDKLTLTF
VVLKDLF
PLYSTGVHGLPSSF
FVVPAPYEVY
FLVF

VVFSF
FPYKLNVPSY

DVSHLVGTGEQNAKLL
FAPLLKL
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LPL
KYY
GPP
PEL
PEL
PHG
LHV
YYA
LYY
FLPE
VYY
LGF
LPL
AYPS
GPP
GSH
YLG
FGF
GPE
FGF
PWL
LAN
KYY
GPP
VKV
YNL
GPA
LAA
AGP
YGY
LHG
YGL

LTF
VVL
GLP
PAP
LVF
VVF
PYK
PSY
GTG
FAP

antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antioxidante
antihipertensivo
antihipertensivo
antioxidante
antioxidante
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo



DGFQPSGN
LSLNHLTF
WTAPDGQVLRF
ALSLSPLEPKPEKF

PLLDPLGPKSLKGLE

ELSPFLRSPTF
MLSPAPLF

VVLWL

YKLLFL

LLVL
WFGTSGVNKYGTGF

VLLPNKLGDLQA

EYTGDGLSAGADGVVAKF
YFKLFNPLEKQ
LVHLYHEGEQFPYKL
LPPWPF

FLEPEKLPPLF

FLLPDMKL
PEPLKLLRSDF
FLLF
DSDVYPDQFRF

DVKPLNEKLPTYGTL

EYTGDGLSAGADGVVAKF
YAGLPDLTGALAL
EYTGDGLSAGADGVVKANF
KLLLPSF

DDYVPLL

LELPYKEENF

LLFF

FLFGKTSF
PSLSKPTGDVKPFDQKLPSY
EYTGNGLSAGWGVVKAF
PEPFPVHF

VLLPLL

PDLVL

FVVF

WKLLPL
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antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo



DGFQPSGDHLPVGPSAL

RLAPLVPA
DVSHLVGTGEGADAKLLSQEL

VVTQSLTQSHMWVHAAVPVAHAPVAY

LSTKLPL

VLLLPNKLGDLQAL

LPAALPF
LRDLPYVGL
LLFPL

AAPLAAPFAASL

VLDDKPLGYPFDRPSL

PVAPVVKPFLGAPVQPVAKA

LAPVVYPGF

FDPLPQY

ALSPAPFAPLVRPVA

CHMGKRGGLGQNRSLQGTGQRNQGLGQSVSNAF

FETENGLTGQAVGKVNL
VLLLPNKLGDLQA
HPPEPLKLL

LYPLKF

LTGPQLVHKQFNSPLGL
YETGDGLSAEDRVKAFDSEY

LVVSYSALPAA
KLPDLTAGPSL

FLLNPTL
QYAPDGKVLMTA
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LLP
FQP

VGP
LAP

GTG
AVP
VAY

LPL
LLP
NKL
LPF
DLP
LLF
ASL
LAA
AAP
PLG
LGY
VAP
VKP
VYP
LAP
YPG
PLP
FAP
VRP
LVR
LSP
GTG
GKV
NKL
LKL
LYP
PLG
TGP
LTGP
DGL
ALP
AGP

LNP
GKV

antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo



LSPAPFAPLVRVPA

LQAPVAAAPVAAAPVF

LGYKQAVPVPGMVDNF

LVGLPEGPYAF
CPVSVFAAALPVA
LPTLEGKLQPL

VGVPVPAPFPVAVPKVPVA

ALAAPWLTTPYA

HAGVGLGGLLGGGAGGGL
MRLPLF

WRLLSF

FLLF

LGGWNF

LSLGVPL
PTFKLPANPKSLL
LPYWVL
LRLDGFL
VVVSLL
YEFPHTVL

LFGF

FLLF

FAP
LVR
LSPA
PAP
VAA

GYK
LGY
GLP
ALP
LQP
VPK
PFP

LAA
VGL
LPL
WRL
LLF
LGGW
GGW
VPL
ANP
\A" A%
GFL
VVV
TVL
LFGF
FLLF

antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antihipertensivo
antidiabético
antidiabético
antidiabético
antimicrobiano
antiinflamatorio
antiinflamatorio
antiamnésico
antiinflamatorio
anticancerigeno

inmunomodulador

anticancerigeno
antimicrobiano
antimicrobiano
antimicrobiano
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